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I 
INFECTION STREPTOCOCCIQUE 


§ I. — Ivrecrion sTREPTOCOCCIQUE CHEZ LE COBAYE. 


ll est indispensable, avant d’aborder l’étude du sérum anti- 
streptococcique et de ses propriétés, d’avoir présents a l’esprit 
les principaux caractéres de |’infection streptococcique, et de 
connaitre les armes dont le streptocoque dispose pour se multi- 
plier dans l’organisme. Nous dirons en conséquence quelques 
mots des caracteres présentés par le microbe que nous avons 
employé dans nos expériences, et nous décrirons brievement 
les traits généraux de l’affection qu’il détermine. 

Le streptocoque dont nous nous sommes servi dans la majo- 
rité des cas est celui dont M. Marmorek a exalté la virulence & 
Vaide des procédés décrits dans ces Annales (juillet 1895). 
M. Marmorek a bien voulu, pendant toute la durée de ces 
recherches, mettre son microbe et son sérum 4 notre disposi: 
tion, et nous lui en exprimons notre reconnaissance. 

Les lecteurs de ces Annales savent que le streptocoque dont 
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il s’agit est doué d’une virulence extréme; il tue les lapins 4 la 
dose d’une fraction de millionitme de centimétre cube; la dose 
minima mortelle peut descendre jusqu’a un milliardieme de 
centimetre cube. - 

Un milieu trés propre ala conservation de la virulence, et 


au développement abondant du microorganisme, est un mélange 


de bouillon peptonisé et de liquide d’ascite humain dont M. Mar- 
morek a donné la formule, et que nous avons réguliérement em- 
ployé. 

Le microbe y pousse tres rapidement et y conserve, méme 
aprés une série de cultures successives, toutes ses qualités patho- 
genes. 

L’affection déterminée par ce streptocoque varie, sinon dans 
ses traits généraux, du moins dans certains caractéres importants, 
suivant l’espéce inoculée. 

Il faut inoculer, pour tuer le cobaye, des doses de beaucoup 
supérieures acelles quisuffisent pour tuer le lapin. La dose minima 
mortelle capable, si on l’injecte dans le péritoine d’un cobaye de 
taille moyenne, de provoquer !’infection généralisée et la mort 
de l’animal est en général de 2/10 dec.c. Voici ce qu’on observe 
lorsqu’on pratique, dans la cavité péritonéale d’un cobaye neuf, 
injection d’une dose semblable. On sait qu’il est possible de sui- 
vre trés exactement le processus de l’infection péritonéale : il 
suffit de faire a différents intervalles une prise d’exsudat a l’aide 
d’un tube bien effilé dont on pique le ventre de l’animal. 

Dose mortelle. — Dans les moments qui suivent l’introduc- 
tion de la culture, on constate que le liquide péritonéal est devenu 
plus ou moins limpide, et ne renferme plus qu’un petit nombre de 
cellules. C’est la la période de phagolyse’, qui succdde réguliére- 
ment al’introduction des cultures dans la cavité péritonéale, ainsi 
que l’amontré M. Metchnikoff. Les leucocytes qui peuplaient 
Vexsudat, et quien général consistent en cellules mononucléaires 
auxquelles sont mélés quelques globules éosinophiles vrais et de 
rares amphophiles, ne restent plus disséminés dans l’exsudat, 
soit qu ils se détruisent en partie, comme l’indique M, Metchnikoff, 

4. Ce phenomene de phagolyse est peu marqué si l’on n’injecte qu’une petite 


quantité (2/10 de centimétre cube par exemple) de culture; mais devient plus 
accusé si le volume du liquide injecte est plus grand et atteint 1/2 oud ec. c. 


soit quils se déposent en majorité sur les parois péritonéales, 
comme l’admet M. Durham. 

Cette période de phagolyse, en général bréve, surtout si la 
quantité de liquide introduit n’est pas considérable, est suivie 
de Vapparition des leucocytes phagocytes mononucléaires et 
polynucléaires. Ces derniers surtout apparaissent dans les pre- 
miéres heures del’infection, s’accroissent rapidement en nombre, 
de facon a former bientdt la grande majorité des cellules éparses 
dans l’exsudat. 

Les premiers polynucléaires qui arrivent ainsi sur le champ 
de bataille (une heure apres Vinjection par exemple) englobent 
quelques streptocoques; on constate bientét une phagocytose 
étendue & une portion notable des microbes introduits. Les 
mononucléaires peuvent aussi en absorber, en quantité parfois 


considérable. Mais il est, parmi les microbes injectés, certains. 


individus qui ne sont pas englobés. Ils sont d’ailleurs en petit 
nombre, si l’on a employé la dose minima mortelle, et restent 
disséminés dans le liquide, au milieu des cellules de plus en 
plus nombreuses. 

Bientét le nombre de phagocytes devient de plus en plus 
considérable; les cellules sont alors infiniment plus nombreuses 
quwil ne le faudrait pour englober la totalité des streptocoques 
présents. Cependant il reste toujours quelques microbes libres 
et bientét ces microbes se multiplient. Ils ont ce caractére par- 
ticulier qu’ils se sont entourés d’une auréole que le bleu de 
Kiihne colore en rose violacé pale, et qu’ils ne possédaient pas 
dans la culture injectée. Ils donnent, au bout de deux ou trois 
heures en général, naissance 4 de nouveaux individus, auréolés 
comme eux, doués comme eux de la propriété de se dérober a 
Venglobement, et qui se présentent sous forme de diplocoques 
ou de chainettes courtes. Le nombre de ces nouveaux microbes 
devient, au bout de 6 4 7 heures en moyenne, tout a fait consi- 
dérable. On se trouve alors en présence d’un exsudat tres riche 
4 la fois en cellules et en}microbes. Mais l’immense majorité des 
phagocytes sont vides et ne peuvent capturer le microorganisme. 
Nous avons démontré, dans un article précédent’, que ces leuco- 


1. Contribution a Pétude des sérums préventifs, Annales de la Société de 
médecine de Brucelles, 1895, et Recherches sur la phagocytose, Ann. Pasteur, 
féyrier 1896. 
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cytes ne sont point paralysés, qu’ils sont au contraire bien 
mobiles, plus mobiles méme que d’habitude, et qu’ils ont con- 
servé entigrement la faculté d’absorber des microbes bien pha- 
eocytables, tels que le bacille de la diphtérie ou le proteus vul- 
garis. En effet, si dans un exsudat ainsi constitué, on injecte 
une culture de proteus ou de bacille diphtérique, les leucocytes 
s’emparent trés rapidement des nouveaux microbes injectés, 
tout en continuant comme auparavant arefuser les streptocoques: 
les cellules font, trés strictement, un choix entre les deux espéces 
de microbes. Les streptocoques sécrétent donc une substance 
qui, sans empécher I’afflux de leucocytes dans la cavilé, suffit a 
impressionner défavorablement les phagocytes en contact avec 
eux, et & les empécher d’accomplir leur fonction protectrice 
denglobement. On peut dire qwils exercent, sur les phagocytes, 
une influence chimiotaxique négative. Leur nombre s‘accroil sans 
cesse, jusqu’a devenir énorme, et au bout de 15 a 20 heures en 
moyenne, le cobaye meurt avec le tableau d’une péritonite puru- 
lente, accompagnée de la pénétration des microbes dans le sang 
du ceur. Les leucocytes gardent tres longtemps la faculté d’en- 
glober les microbes élrangers que l’on peut mettre en contact 
avec eux. Quant aux streptocoques, ils sont bien colorés, de 
forme régulitre, entourés de l’auréole, et ne présentent a aucun 
stade aucun signe quelconque de dégénérescence. 


Dose non mortelle. — Si, au lieu d’injecter dans le péritoine 
d’un cobaye la dose minima mortelle, on inocule une quantité 
plus petite, 1/10 de centimetre cube par exemple, la phagocytose 
se fait assez rapidement d'une maniére complete..Les streptocoques, 
trop peu nombreux, sont englobés sans avoir eu le temps de 
s’adapter au milieu et d’acquérir leur intense pouvoir de répul- 
sion vis-a-vis des leucocytes. 

Certains d’entre eux, il est vrai, résistent et se maintiennent 
libres plus longtemps que les autres. Mais comme leur nombre 
est tout a fait infime vis-a-vis de la quantité des cellules en pré- 
sence, ils finissent par rencontrer des leucocytes plus vigoureux 
auxquels ils cédent. L’ensemble des streptocoques injectés est 
dés lors entitrement contenu dans les cellules. Le cobaye guérit 
alors sans trouble ultérieur. 

Nous avons fait remarquer que les streptocoques capables de 
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se dérober a latteinte des leucocytes du cobaye sont entourés 

@une auréole qui prend une coloration particulisre. Remar- 
quons, en outre, que dans les expériences ov |’on injecte une 
dose de streptocoques inférieure a la dose mortelle, les microbes 
les plus résistants, ceux qui sont les derniers a se laisser englober, sont 
aussi, dune maniére générale, ceux qui présentent l'auréole la plus 
accusée et la plus colorable. 


Condition nécessaire a la production de Vaffection mortelle. — Il 
faut donc, pour que les streptocoques injectés dans le péritoine 
produisent chez le cobaye une affection mortelle, que la con- 
dition suivante soit satisfaite : au moment ow la phagocytose 
commence a sopérer par les leucocytes encore peu nombreux, 
les streptocoques doivent étre en quantilé suffisante pour que 
certains d’entre eux, les mieux doués sans doute au point de vue 
de la virulence, puissent rester encore quelque temps en dehors 
des cellules, s’accoutument a la composition chimique de l’exsu- 
dat, et acquiérent 4 un haut degré la faculté de rester libres, eux 
et leurs descendants, au milieu de Jeucocytes devenus dans la 
suite trés nombreux. 

Il suit de la que si nous introduisons une dose mortelle de 
streptocoques, non plus dans un péritoine normal, ot les cellules 
sont de prime abord assez rares, peu aptes 4 la phagocytose, 
mais dans un péritoine trés riche en cellules vigoureuses, en 
phagocytes actifs, capables d’opérer rapidement |’englobement, 
les microbes ne disposeront point du temps nécessaire a leur 
adaptation et 41’accroissement de leur résistance. C’est en effet 
ce qui arrive. On peut injecter dans le péritoine d'un cobaye neuf 
une quantité de streptocoques* égale au moins au double de la dose 
minima mortelle, silon a le soin, au préalable, d’accroitre considé- 
rablement, par une injection de bouillon peptonisé, le nombre des 
phagocytes actifs présents dans la cavité. Nous n’insistons pas 
davanlage en ce moment sur cette expérience, car nous aurons 
a la reprendre, lorsque nous comparerons le lapin et le cobaye 
au point de vue de la sensibilité de ces deux animaux a l’égard 
du streptocoque. 

Lorsqu’on a injecté dans le péritoine d’un cobaye une quan- 


4. Cette quantité n’est naturellement pas illimitée. Si l’on atteint 4 4/2 &2c. 
la phagocytose ne se fait plus complétement, méme chez un cobaye prepare. 
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-tité de culture virulente voisine de la dose minima mortelle, on | 
peut généralement formuler le pronostic en se fondant sur la 
présence ou l’absence, en dehors des cellules, des streptocoques 
auréolés. Si l’on trouve, quatre heures par exemple aprés 
Vinjection, que V’exsudat, devenu 4 ce moment trés riche en 
leucocytes, renferme une quantité méme faible de streptocoques 
auréolés extracellulaires, le sort de l’animal paraitra fort com- 
promis. Si le nombre de ces microbes est tout a fait infime, si 
on ne les trouve que difficilement sur la préparation, il peut se 
faire, et ce cas est fréquent, quils finissent par devenir la proie 
de phagocytes exceptionnellement actifs. Mais si leur nombre 
est quelque peu notable, on peut étre assuré qu’ils se multiplie- 
ront bientét sams entraves. 

L’issue de la péritonite streptococcique se dessine ainsi au 
bout d’un temps relativement court, et l’importance du conflit 
entre les cellules et les microbes se dessine dans les premiers moments. 

Mécanisme de la guérison. — Nous voyons donc, et c’est par 
lA que nous résumerons ce qui a trait & l’évolution de la périto- 
nite streptococcique chez le cobaye, que la guérison de l’animal 
est fonction de la phagocytose (fig. 1, pl. V). L’existence chez 
‘les microbes de Vinfluence chimiotaxique négative, qui exclut 
Vaccomplissement de la phagocytose, exclut aussi la guérison. 
De plus, puisque les streptocoques, qui, dans les premiéres 
heures, ont pu se dérober a l’atteinte des phagocytes, se multi- 
plient ensuite régulisrement en dehors des cellules sans pré- 
senter, soitdes dégénérescences dans laforme, soit dela diminution 
dans la colorabilité, soit de l’affaiblissement dans la virulence, 
rien ne nous autorise a supposer qu'il puisse y avoir, dans les cas ov 
les animaux résistent, d'autres facteurs de guérison a invoguer que 
la phagocytose ; c'est le seud que Vobservation nous révéle. Ajoutons 
ici, et c’est un fait sur lequel nous reviendrons plus loin, que 
les streptocoques virulents englobés par les phagocytes, de 
cobaye ont été absorbés sans avoir au préalable perdu leur activité. 
Une trace d’exsudat péritonéal de cobaye, ne renfermant pas 
de streptocoques libres, mais contenant des leucocytes ayant 
englobé des streptocoques depuis 4 heures au moins, tue par 
injection sous-cutanée le lapin neuf en moins de 24 heures. 


. 
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Nous avons dit plus haut que sil’on injecte 4 un cobaye une 
quantité de streptocoques telle que ces microbes puissent étre 
en totalité englobés par les phagocytes, l’animal guérit saus 
trouble ultérieur. Généralement, en effet, quand la phagocytose 
s'est opérée complétement, l’animal est définitivement hors de 
danger, et continue a vivre; au bout de deux 4 trois jours |’exsu- 


dat ne contient plus de microbes vivants. Mais dans des cas qui, 


hatons-nous de le dire, sont rares, animal, apres avoir sur- 
vécu plusieurs jours sans présenter de microbes libres dans son 
exsudat péritonéal, et apres s’étre rétabli en apparence, redevient 
malade et subit une nouvelle infection streptococcique. On 
trouve alors dans l’exsudat péritonéal des streptocoques qui 
affectent des formes souvent bizarres. 

Parfois ils se présentent sous forme de chaines assez 
courtes, dont les grains ont des diamétres inégaux; parfois aussi 
on trouve des chaines d’une longueur extraordinaire, entourées 
d’une auréole trés nette et fort accusée (fig. 2), et dont l’aspect 
différe beaucoup de celui que le streptocoque affecte ordinaire- 
ment. Chez certaines de ces chaines, la substance chromogéne 
est distribuée, comme c’est le cas habituel pour le streptocoque, 
en une suite de granules apeu pres réguliers. Mais d’autres de 
ces chaines, en général plus grosses, ont une répartition de la 
matiére chromogéne plus confuse, et présentent par intervalles 
des dilatations ampullaires obscurément cloisonnées et peu 
colorées. Nous le répétons, ces cas de récidive mortelle chez des 
cobayes en apparence guéris ne se produisent que rarement et 
a certaines époques. Il est probable que la culture injectée doit 
posséder, pour que ces réinfections tardives s’observent, des 
qualités de résistance spéciale dont elle n’est pas toujours douée. 

Il faut, pour produ/re chez le cobaye, par la voie sous cuta- 
née, une infection mvitelle, des doses fortes (1/2 ou 2c. c.). 


§ I]. — Inrecrion sTREPTOCOCCIQUE CHEZ LE LAPIN, 


Une dose voisine de 2/10 de centimétre cube, nous venons 
de le voir, représente pour le cobaye neuf la quantité minima 
de microbes provoquant la péritonite mortelle. Cette méme 


~ 
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quantité, inoculée dans la cavité péritonéale d’un lapin neuf, 
est infiniment supérieure a celle qui suffit a amener la mort de 
Vanimal. Le streptocoque trouve, dans le liquide assez limpide, 
contenant quelques leucocytes, que renferme Ja cavité périto- 
néale, un milieu de culture extrémement favorable. Les strepto- 
coques injectés y restent épars, s’entourent bient6t (au bout 
d’une demi-heure environ) d’une auréole qu’ils ne possédaient 
pas dans la culture. On se rend compte de ce que la production 
de cette auréole est due bien réellement 4 une activité sécré- 
toire des microorganismes, car sa teinte change au fur et a 
mesure que l’infection fait des progrés. 

Elle se présente, peu de temps aprés l’inoculation, comme une 
zone assez nettement délimitée, non colorable par le bleu de 
Kiihne, et apparaissant par conséquent en blanc sur le fond 


légerement bleuatre dela préparation. Plus tard (1 1/2 42 heures 


apres l’injection) elle commence, sous l’action de ce réactif colo- 
rant, & se teindre en rose violacé pale; cette teinte devient, 
jusqu’a une certaine limite, plus foncée dans la suite. 

Les streptocoques que l’on a injectés sont capables de s’en- 
tourer de cette auréole; mais cette derniére est plus nette et plus 
colorée chez les coceus de nouvelle formation qui ont pris nais- 
sance au sein de l’exsudat. 

Les leucocytes ne tardent pas 4 affluer dans le péritoine qui 
a recu la culture destreptocoques. Ils s’y présententau bout d'une 
heure ou deux, sous forme de mononucléaires et d’une majorité 
de polynucleaires. Mais ces leucocytes n’absorbent qu’une quan- 
tité trés restreinle des microbes injectés. Ceux-ci se développent 
sans entraves, et leur nombre devient bientdt considérable. 
L’afflux des leucocytes, bien que notable, n’est jamais, méme 
plusieurs heures aprés inoculation, assez abondant pour donner 
a l’exsudat un aspect purulent. Au moment ow les microbes 
deviennent trés nombreux, les leucocytes n’augmentent plus 
sensiblement en nombre. Ce moment, ilest vrai, n’est pas tres 
éloigné de la terminaison dela maladie, car cette dernire évolue 
avec une trés grande rapidité. Un lapin ayant recu 1/10 de 
centimetre cube de culture dans le péritoine meurt en général 

au bout de 8410 heures, trés rarement prés de douze. C’est 
de 4 4 6 heures en moyenne aprés l’injection que l’on voit le plus 
de leucocytes. 
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L’exsudat subit, dans les moments quiprécedent la mort, des 
changements remarquables dans son aspect. Deux heures avant 
la mort, il n’est point coloré et offre seulement un trouble blanc 
plus ou moins marqué, dé ala présence des leucocytes. Plus 
tard, quand la mort va survenir, la teinte de l’exsudat devient 
rouge. A l’autopsie, on trouve que l’exsudat n’est plus qu’un 
sérum rougeatre, ot. l’hémoglobine a diffusé, et qui tient en 
suspension des globules rouges assez nombreux, et pour la 
plupart désagrégés. Dans ce liquide flottent encore des leucocytes 
parfois d’aspect intact, parfois dégénérés et n’ayant plus de 
limites protoplasmiques nettes. De plus, il est fréquent de voir 
les leucocytes, assez abondants auparavant, se déposer en amas 
sur les parois du péritoine, et notamment sur le grand épiploon. 
L’exsudat change donc, dans la période ultime, notablement de 
composition, et est alors un milieu délétére pour les globules 
blancs et pour les hématies. 

Deux heures avant Ja mort, quand |’exsudat n’est pas encore 
coloré, les leucocytes en suspension dans le liquide et qui 
refusent d’englober le streptocoque peuvent encore s’emparer 
des microbes différents qu’on leur offre (bacille diphtérique, 
par exemple). Mais la phagocytose, dans cescas, n’est pas aussi 
énergique que celle qui apparait chez le cobaye dans les mémes 
conditions. — Dans linjection streptococcique péritonéale, le 
cobaye posséde d’ailleurs toujours un exsudat plus richement 
Jeucocytaire que celui du lapin. 

L'infection générale, la pénétration des streptocoques dans le 
sang apparaissent rapidement chez le lapin & Ja suite de l’inocu- 
lation intrapéritonéale. 

Des que les microbes peuplant l’exsudat commencent a 
devenir tres nombreux, c’est-a-dire au bout de 4-5 heures, par- 
fois moins, apres l’inoculation de 1/10 de centimétre cube, le 
sang se laisse envahir par les streptocoques. La culture du 
microbe s’y fait avec une intensité trés grande, aussi grande 
méme que dans le péritoine. 

Trois heures avant la mort, les microbes sont encore diffi- 
ciles & trouver dans les préparations de sang. Une heure plus 
tard, ils y sont déja nombreux, et leur proportion suit dés lors 
une progression trés rapide. 

En régle générale, le lapin neuf injecté de streptocoques, soit 
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dans le péritoine, soit dans n’importe quelle autre région, meurt 
en présentant une culture extrémement abondante dans le sang. 
Au moment de la mort, l’examen du sang trahit des altérations 
manifestes des globules rouges. Ceux-ci ont presque entiére- 
ment disparu. Le ceur d’un lapin autopsié immédiatement 
aprés la mort, contient un caillot assez volumineux, rouge clair, 
imbibé d’un sérum ot l’hémoglobine s’est largement diffusée. 
Si l’on cherche, en malaxant ce caillot dans une petite quantité 
de séruin, & en faire sortir les globules rouges, on obtient un 
liquide ot l’on ne trouve plus que des débris de ces éléments, 
et qui, étendu sur lames et coloré par l’éosine, ne montre plus 
de contours cellulaires distincts. On y trouve quelques globules 
blancs plus ou moins altérés, et souvent quelques cellules endo- 
théliales. 

Ces altérations si graves, incompatibles avec la vie, sont 
bien entendu tout a fait tardives et apparaissent nettement 
pendant l’agonie seulement. Elles n’existent pas quand, pour 
une cause quelconque, l’animal meurt avec un nombre relative- 
ment restreint de streptocoques dans le sang. 

Quand elles se produisent, on trouve aussi a l’autopsie un 
exsudat rouge dans le péricarde, la plevre; cet exsudat est sem- 
blable a celui que présenté le péritoine au moment de la mort. 
Les altérations tardives de l’exsudat péritonéal (apparition de 
globules rouges désagrégés et d’hémoglobine diffusée) sont 
corrélatives des altérations sanguines, et n’apparaissent point 
sans elles. 

Les animaux injectés de streptocoques sous la peau meurent 
avec les mémes caractéres et toujours rapidement. 

Si l’on injecte les streptocoques dans la veine de V’orcille 
d’un Japin neuf, on constate que le microbe pousse dans le sang 
sans éprouver aucune résistance. 

Si Pon injecte 1/10 de centimetre cube par exemple, une 
goutte de sang, recueillie immédiatement aprés et étalée sur 
gélose, n’y fournit que de rares colonies ; 3 heures aprés l’in- 
jection, les colonies obtenues par l’ensemencement d’une goutte 
de sang sont déja tres nombreuses. 

Au bout de 7 heures, Je sang donne, sur gélose, des colonies 
confluentes de streptocoques. Dans le sang, comme dans !’ex- 
sudat péritonéal, la culture ne subit donc aucun retard. 
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Ul est facile de reconnaitre, d’aprés ce qui précede, que le 
streptocoque de M. Marmorek doit son extréme virulence pour 
le lapin, non seulement & la grande rapidité de son développe- 
ment dans les liquides organiques, mais surtout a la propriété 
qu'il posséde de ne point se laisser englober facilement par les 
leucocytes. Il exerce sur les cellules du lapin une chimiotaxie 
négative, et cette action répulsive appartient non seulement aux ’ 
streptocoques qui se sont adaptés aux liquides organiques ou 
qui y ont pris naissance, mais aussi aus microbes tels qwils se pré- 
sentent dans les cultures. 

Kn effet, si on injecte un demi-centimétre cube de culture 
dans le péritoine, riche en leucocytes, d’un lapin ayant recu la 
veille, dans la méme région, une injection de bouillon pepto- 
nisé (6 ¢. c.), on constate que la tres grande majorité des mi- 
crobes restent libres et s’entourent bientdt d’une auréole. Kt 
cependant, dans ces conditions, la quantilé de microbes injectée est 
trés faible, relativementau nombre considérable des phagocytes. 

De plus, on sait que les phagocytes qui peuplent |’exsudat 
aprés une injection de bouillon sont trés actifs, et manifestent 
vis-a-vis de microbes variés une puissance phagocytaire trés 
remarquable. 

La phagocytose, dans l’expérience que nous indiquons, n’est 
cependant pas entiérement absente : il y a toujours quelques 
coccus qui deviennent la proie des cellules. Si l’on diminue 
beaucoup la dose des microbes inoculés, si ]’on injecte par 
exemple 1/10 de centimetre cube dans un péritoine de lapin tres 
riche en leucocytes, la proportion de microbes englobés s’éléve 
notablement, relativement 4 celle des coccus qui se maintien- 
nent libres ; ce fait indique, semble-t-il, qu’il existe dans l’exsu- 
dat quelques cellules particulitrement actives qui parviennent 
toujours & absorber un certain nombre de microbes. Mais si 
faible que soit la dose inoculée, il reste cependant de trés rares 
microbes libres, et leur multiplication ne tarde pas a s’opérer. 
Le traitement préalable par l’injection intrapéritonéale de bouil- 
lon, qui a pour but d’augmenter beaucoup le nombre de phago- 
cytes actifs dans l’exsudat, ne suffit pas a préserver le lapin 
contre l’inoculation de streptocoques, méme quand ceux-ci se 
trouvent en nombre tres minime, relativement & celui des pha- 
gocytes. 
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Cette influence chimiotaxique est le propre des streptocoques 
provenant d’une culture jeune; elle se manifeste au plus haut 
degré chez les microbes en voie de multiplication active. On 
conslate aisément que les streptocoques provenant d'une cul- 
ture Agée de trois ou quatre jours ont beaucoup perdu de leur 
puissance répulsive. Si dans le péritoine d’un lapin injecté de 


bouillon la veille, on inocule une quantité méme grande de 


ces streptocoques (plusieurs c. c.), on voit que la phagocytose 
s’exerce avec activité, et en général sur la tres grande majorité 
des microbes; la méme culture, lorsqu’elle était agée de vingt- 
quatre heures seulement, se dérobait & l’englohement. Cepen- 
dant l’apparition dans |’exsudat de microbes de nouvelle forma- 
tion se fait au bout d’un temps variable, et l’animal meurt. 

La partie liquide des cultures (jeunes ou agées de quelques 
jours et pratiquées dans le milieu nutritif usuel, mélange de 
liquide d’ascite et de bouillon) ne parait pas renfermer, en quan- 
tité sensible tout au moins, de substance empéchant la phagocytose. 
Chez un cobaye préparé par du bouillon, les streptocoques 
injectés dans le péritoine sont rapidement englobés, en tout ou 
en partie suivant la dose injectée. Ils le sont aussi, et dans les 
mémes proportions, si, en méme temps que les microbes, on 
injecte 3c. c. de filtrat d’une culture 4gée de 24 heures. L’in- 
fluence chimiotaxique négative est donc une propriétéappartenant 
individuellement aux streptocoques a l'état de vie active. Insis- 
tons encore sur la relation de co-existence qui existe entre 
influence chimiotaxique négative des microbes et la présence 
de l’auréole ; celle-ci peut se développer chez les microbes, non 
seulement dans le péritoine, mais aussi sous la peau, dans le 
sang, dans ’humeur aqueuse. 


Qualités de résistance du streptocoque.— Cette propriété de 
repousser les leucocytes, si précieuse pour le streptocoque, 
n’est point la seule que ce microorganisme mette en ceuvre pour 
subsister dans les tissus des animaux. Nous avons déja vu plus 
haut que, chez les cobayes, une récidive mortelle peut succéder 
dun stade de guérison apparente se maintenant pendant plusieurs 
jours. . aM 

L’arrét momentané de l’infection, la guérison apparente 
étaient dues a l’intervention d’une phagocytose complete, a la 
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disparition des microbes libres. De tels cas, raresa la vérité chez 
les cobayes, nous indiquent que certains streptocoques peuvent 
manifester une trés grande résistance, rester en vie a l’intérieur 
méme des phagocytes, reprendre des forces et fournir au bout 
de quelques jours une culture nouvelle qui cause la mort de 
Vanimal. . 

Ces faits de pullulation tardive du streptocoque aprés un 
stade souvent prolongé d’une guérison en apparence complete, 
se rencontre souvent chez les lapins jouissant, grace al’adminis- 
tration d’une certaine dose de sérum, d’une immunilé relative, 
et auxquels on a injecté le streptocoque. L’expérience suivante 
montrera que, chez de semblables lapins, le streptocoque peut 
persister dans les phagocytes, en état de vie latente, pour repul- 
luler aprés un long intervalle. 

Un lapin recoit dans le péritoine une injection de 6 c. c. de 
bouillon peptonisé. On lui administre en outre 3c. c. de sérum 
antistreptococcique sous la peau. Le lendemain on lui inocule 
dans le péritoine, oti les leucocytes sont devenus trés abondants, 
6c. c. d’une culture agée de trois jours. De telles cultures sont, 
ainsi que nous l’indiquions plus haut, beaucoup plus phago- 
cytables que les cultures jeunes. L’examen de l’exsudat, extrait 

_ deux a trois heures apres l’injection, ne décéle pas de microbes 
libres ; les coccus sont devenus la proie des cellules. L’animal 
ayant recu du sérum résiste : les animaux injectés de la méme 
fagon, mais qui n’ont point recu de sérum, meurent en général 
au bout de 24 heures. Le lendemain l’exsudat renferme encore 
beaucoup de leucocytes, dont quelques-uns contiennent des 
streptocoques plus ou moins altérés; il n’y a pas de microbes 
libres. 

Il n’y en a pas davantage le jour suivant. Un peut donc 
admettre que les microbes ont été englobés jusqu’au dernier. 
Néanmoins l’animal, qui reste bien portant plusieurs jours, suc- 
combe au bout d’une semaine a une infection streptococcique 
généralisée. Ces cas de repullulation tardive du streptocoque se 
rencontrent assez fréquemment dans le cours des expériences ; 
ils s’observent chez les animaux qui ont regu une dose trop faible 
de sérum, ou une quantité tropconsidérable de microbes, quelle 
que soit d’ailleurs la partie du corps ot l’on ait injecté ces der- 
niers. Dans ces conditions, la mort tardive peut ne survenir qu’au 
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bout de quinze jours, ou méme (exceptionnellement) de trois 
semaines. 

En résumé, le streptocoque virulent possede deux qualités 
qui le rendent, pour lelapin surtout, exceptionnellement dange- 
reux; il repousse les leucocytes, et peut persister longtemps dans, 
un organisme en apparence guéri. 


§ TI, — COMPARAISON ENTRE LE LAPIN ET LE COBAYE AU POINT DE VUE 
DE L INFECTION STREPTOCOCCIQUE. 


_ Nousavons maintenant a rapprocher le tableau de infection 
streptococcique chez le cohaye et celui que la méme infection 
présente chez le lapin; nous devons en effet comprendre pour- 
quoi le premier de ces animaux résiste a Vinvasion par le 
streptocoque beaucoup mieux que le second. 

Nous avons indiqué déja, dans un mémoire précédent, que 
les sérums de ces animaux neufs, lapin et cobaye, sont des 
milieux de culture tres favorables pour ce microbe, et qui ne 
manifestent vis-a-vis de lui aucun pouvoir bactéricide. 

Nous venons de faire remarquer, en outre, que les strepto- 
coques poussent bien et rapidement dans |’exsudat péritonéal 
des cobayes infectés; la seule condition nécessaire a leur déve- 
loppement régulier, c’est quwils restent libres dans le liquide, 
cest quwils se dérobent, grace a leur influence chimiotaxique 
négalive, aux atteintes des phagocytes. Le cobaye n’est donc 
point supérieur au lapin par la propriété antiseptique de ses 
humeurs. Mais il existe entre les phagocytes des deux animaux 
une différence frappante : les ‘eucocytes du cobaye sont beavcoup 
moins sensibles que ceux des lapins a Vaction répulsive manifestée par 
le streptocogue. Une quantité de streptocoques égale 41/2 c.c. de 
culture jeune, ou méme davantage, est en général englobée 
rapidement lorsqu’on l’injecte dans le péritoine, riche en leuco- 
cytes, d’un cobaye ayant regu la veille, dans la méme région, 
une injection préalable de bouillon. Chez un lapin préparé de la 
méme facgon, et auquel on injecte la méme quantité de strepto- 
coques, Venglobement est fort limité et le développement extra- 
cellulaire s’opere bientdt avec activité. 

Cetie différence dans la sensibilité leucocytaire nous explique 
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trés clairement les différences dans l’éyolution de la maladie 
mortelle chez l’un et l’autre de ces deux animaux. 

L’exsudat chez le cobaye inoculé d’une dose mortelle est tou- 
jours plus riche en leucocytes; chez le lapin, on n’observe pas, & 
lautopsie, le tableau de la péritonite purulente, qui se rencontre 
régulitrement chez le cobaye infecté. L’exsudat d’un cobaye mort 
a la suite de Vinjection intrapéritonéale renferme ‘presque tou- 
jours, 4 cdté d’un grand nombre de leucocytes, une quantité 
énorme de streptocoques. Mais le sang en renferme toujours 
beaucoup moins que celui d’un lapin injecté dans les mémes 
conditions. On sait, sans qu’il soit nécessaire d’insister davan- 
tage, que plus l’appareil phagocytaire est actif vis-a-vis du 
microbe donné, plus difficile est l’invasion du sang par ce 
microbe. Aussi ne constate-t-on point, a l’autopsie du cobaye, 
ces profondes altérations du sang (destruction des hématies) que 
Yon trouve dans le sang des lapins comme conséquence de la 
pullulation extrémement abondante du streptocoque. 

Les cas de réinfection streptococcique tardive apres un stade ° 
de guérison en apparence complete, rares chez les cobayes neufs, 
sont aucontraire fréqueuts chez les lapins qui ont recu une dose 
assez, faible de sérum leur conférant une immunité relative. Quelle 
est la raison de cette nouvelle inégalité? 

Parmi les leucocytes qui ont englobé des microbes, il en est 
toujours un certain nombre quimeurent avant d’avoir pu détruire 
les parasites qu’ils contenaient; on concoit ainsi que des micro- 
bes encore presque intacts puissent étre remis en liberté. Or ces 
microbes ont beaucoup plus de chance d’étre englobes & nouveau chez 
le cobaye que chez les lapins, car les leucocytes du cobaye se comportent, 
vis-a-vis du streptocoque, comme des phagocytes plus actifs. — On 
pourrait supposer aussi que les leucocytesjdu cobaye posstdent, 
a l’égard du streptocoque, un plus grand pouvoir bactéricide que 
les mémes cellules chez le lapin. Ceci nous améne a considérer 
quelles sont les altérations subies par les streptocoques capturés 
par les cellules, chez les deux organismes que nous étudions. 
Chez l’un comme chez l’autre, on peut voir que les leucocytes 
font subir aux microbes englobés, 4 certains d’entre eux tout au 
moins, des altérations régressives. 

Quand les streptocoques ont séjourné pendant quelques 
heures dans le protoplasme phagocytaire, certains d’entre eux 
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absorbent les couleurs acides de préférence aux couleurs basiques; 
par la double coloration a l’éosine et au bleu de méthyléne, ces 
microbes ainsi altérés se Se parfois en rouge plus ou moins 
vif. 

Ce phénoméne se retrouve chez le lapin comme chez le 
cobaye. Chez ce dernier, ces altérations se constatent plus, faci- 
lement, en raison de la fréquence et de l’étendue plus marquées 
de la phagocytose. 


Il 
LE SERUM ANTISTREPTOCOCCIQUE 


Dans son article paru en juillet 1895 dans ces Annales, 
M. Marmorek a indiqué par quels procédés il obtient son sérum 
et quelles sout les méthodes mises en ceuvre dans |’immunisa- 
tion des animaux contre le streptocoque. 

Nous ne nous appesantirons pas sur ces points. Disons seu- 
lement que le sérum que nous avons habituellement employé 
provenait d’animaux en cours d’immunisation depuis un an 
environ. L’un d’eux, dont le sérum était remarquablement actif, 
avait subi 23 injections de culture trés virulente (agée de 
24 heures). La quantité totale de culture injectée pendant ce 
temps était de 3,800 c. c. 

L’activité préventive de ces sérums est des plus manifestes. 
Injectés aulapin avantl’inoculation des microbes, ils permettent 
4 l’animal de supporter des doses qui représentent des multiples 
tres élevés de la dose mortelle minima. 

Cependant les quantités de microbes que l’on peut, sans 
amener la mort, injecter aux animaux immunisés par le sérum, 
varient beaucoup suivant la région de ]’organisme ow I’on pra- 
tique cette inoculation. Les animaux qui ont recu du sérum tole- 
rent beaucoup moins bien les injections intra-péritonéales de 
streptocoques, que les inoculations sous-cutanées. Les inocu- 
lations intra-veineuses, intra-oculaires sont aussi plus dange- 
reuses, méme pour les animaux qui ont recu un sérum fort actif. 

Il faut donc, lorsqu’on détermine la valeur préventive d’un 
sérum, avoir soin d’indiquer quelle est la porte d’entrée choisie 
pour Vinoculation du virus. 

Nous aurons souvent l’occasion d’indiquer quelles ont été, 
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dans nos expériences, les doses de sérum et de microbes 
employés. 

Consignons toutefois immédiatement quelques chiffres, 
extraits de notre cahier de notes, et relatifs 4 V’introduction du 
virus par vole sous-cntanée chez les animaux auxquels on a 
conféré l’immunité passive. 

Un lapin quia regu 10 c. c. de sérum sous la peau supporte 
le lendemain sans trouble une injection sous-cutanée de 1/2 c. c. 
devirus. Letémoin qui regoit1/10.000 de centimetre cube meurt 
en 3 heures. Le lapin traité survit définilivement : il a supporté, 
dans cette expérience, une quantité de) streptocoques égale ou 
supérieure a 5,000 fois la dose mortelle. 

Une dosede sérum trés faible, égale a 5 centigrammes, protege 
le lapincontre 1/1,000 de centimétre cube de la culture virulente, 
le témoin meurt et n’a regu pourtant qu'une dose cent fois plus 
faible de culture, 1/100,000 de centimetre cube. 

Nous indiquons ces chiffres, non pas parce que nous les 
avons obtenus a la suite d’une mensuration, systématiquement 
faite, de la puissance préventive du sérum, mais parce qu’ils se 
sont présentés 4 nous, pendant nos expériences, d’une facon 
courante *. 

Quand on emploie le sérum préventif 4 doses convenables, 
comme dansles cas quenous venonsde citer, il protege les lapins 
dune facon définitive contre linoculation des streptocoques. A 
doses trop faibles relativement ala quantit é de microbes injectés, 
il peut donner aux animaux, soit une simple survie sur les 
témoins, soit une véritable guérison apparente, se prolongeant 
parfois beaucoup en dehors de toute manifestation morbide, et 
a laquelle succéde une réinfection brusque par le virus strepto- 
coccique. 

Ces trois cas deyront étre considérés plus loin. Pour le 


4. M. Petruschky, dans deux articles publiés récemment (Zeitschrift fiir 
Hygiene) conclut de ses expériences que le sérum de M. Marmorek ne préserve 
en aucune facon les lapins contre Vinfection streptococcique. Les lapins traités 
ne présentent méme, d’aprés cet auteur, aucune survie sur les témoins. Il est 
tout a fait évident que M. Petruschky opérait avec un sérum avarie pour une 
cause quelconque. L’efficacité du scrum de M. Marmorek se démontre en effet 
par l’expérimentation la plus élémentaire. Par conséquent les expériences ct les 
conclusions de M. Petruschky ne nous arréteront pas plus longtemps, car elles ne 
peuvent, en aucun cas, concerner le sérum antistreptococcique tel qu’on l’obtient 
a l'Institut Pasteur. 
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moment, nousparlerons bri¢vement de l’action in vitrodu sérum 
sur les microbes. 


§ I. — Action DU SERUM « IN VITRO >. 


Le sérum préventif de M. Marmorek est du sérum de cheval 
immunisé. Il ne manifeste vis-a-vis du streptocoque aucun 
pouvoir bactéricide. Les microbes qu’on y ensemence n'y 
poussent pas tres rapidement ni tres abondamment, mais le 
sérum de cheval neuf ne se distingue pas 4 cet égard de celui 
qui provient des chevaux immunisés. . 

Mélangé au sérum frais de lapin neuf, qui est pour le strep- 
tocoque un milieu de culture trés favorable, le sérum préventif 
n’empéche pas le développement du microbe. Si on ensemence 
une trace de streptocoqué, d’une part dansun mélange de 1,5c. ¢. 
de sérum lapin neuf et de 0,5 c. c. de sérum préventif, d’autre 
part dans une mixture, en proportions semblables, de sérum de 
lapin et de sérum de cheval neufs, la multiplication se fait dans 
les deux liquides avec une intensité égale. Les streptocoques 
qui se développaient dans les deux milieux présentent cependant 
quelques particularités qui méritent d’étre notées.. 

Dans le mélange sérum de lapin neuf-sérum de cheval neuf, 
comme dans le mélange sérum de lapin neuf-sérum de cheval 
immunisé, la croissance s’établit rapidement, si l’on a ense- 
mencé au moyen d’une culture bien jeune. Au bout de trois 
heures, dans lune et lautre mixture, on constate déja une 
multiplication trés évidente, et sensiblement égale dans les deux 
tubes. Seulement, dans le tube contenant les deux sérums 
neufs, les grains de streptocoques sont disposés en chaines 
courtes et nombreuses; dans l|’autre tube, ot se trouve le sérum 
préventif, ils forment des chatnes trés notablement plus longues, 
en méme temps plus rares. et qui sont souvent trés con- 
tournées. Il ya la une différence dans l’arrangement des coccus, 
le nombre total des coccus étant a trés peu pres le méme dans 
les deux milieux. 

Aubout de 5 heures 1/2, les cultures gardent, tout aussi accen- 
tués, les caracteres que nous yvenons d’indiquer. Plus tard 
(19 heures apres l’ensemencement) les chaines deviennent plus 
longues dans les tubes renfermant les sérums neufs, de sorte 
que le contraste relatif aux dimensions des chainettes devient 
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moins frappant. Pas plus qu’auparavant, on ne constate de 
différence dans la richesse des cultures. — Nous n’avons done 
pu déceler, pas plus que MM. Denys et Marchand’, chez le 
sérum antistreptococcique de cheval, d’influence retardant le 
développement des streptocoques ensemencés, 

La méme expérience, faite sur un streptocoque moins viru- 
lent (tuant le lapin a la dose de 1/4 de c. c. par injection intra- 
veineuse) nous a fourni des résultats semblables; toutefois, pour 
ce microbe, la différence dans la iongueur des chaines était 
beaucoup moins accusée. 

Liinjection, & un lapin neuf, de 10 c. c. de sérum préventif 
bien actif, ne confere point de pouvoir bactéricide au sérum de 
cet animal. Le sérum extrait 24 heures apres Vinjection 
est un milieu de culture aussi approprié que celui que fournit 
le sang avant introduction du sérum. Tous deux permettent 
une pullulation rapide et intense du microorganisme. 

Le sérum antistreptococcique présente, mais a un faible 
degré, la propriété agglutinative. Nous avons montré en 1895 
qu une trace de sérum bien préventif contre le vibrion cholé- 
rique, introduite dans un liquide (solution de NaCl a 0,60 0/0, 
par exemple) contenant en suspension des vibrions, provoque 
en trés peu de temps l’immobilisation de ces microbes, et qu’en 
méme temps, ces vibrions immobilisés se réunissent en amas 
bien définis, qui ponctuent de petits points blanchatres le liquide 
devenu clair. C’était la une conséquence constante de la pré- 
sence du sérum préventif. L’année suivante, MM. Gruber et 
Durham constaterent le méme fait, en opérant non seulement 
surles vibrions, mais aussi sur le b. typhique, le 0. coli, qui 
présentent aussi l’'agglomération lorsqu’on les met au contact 
des sérums spécifiques. 

L’agglutination produite sur le streptocoque par le sérum 
préventif, bien que généralement nette, n’est jamais fort accusée ; 
il faut, pour la faire apparaitre, des quantités de sérum consi- 
dérables (un tiers au moins du volume de la culture liquide). 
Elle ne porte pas sur l’ensemble des chainettes; certaines d’entre 
elles restant isolées. Les cultures de streptocoque faites dans le 
sérum préventif, ou dans des liquides qui en renferment une 


4. Denys et Marcuann, Immunité conférée au lapin par l'injection de sérum 
antistreptococcique de cheval. Bull. Académie royale de Belgique, 1896. 
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forte dose (parties égales de bouillon et de sérum de cheva, 
par exemple), ne présentent qu’’ un faible degré la réunion en 
amas : parfois méme on ne constate rien de semblable. — On 
peut, en résumé, se convaincre de ce fait, que le sérum préventif 
n’exerce sur le streptocoque aucune altération profonde. La 
végétabilité du microbe n’est pas sensiblement diminuée, sa 
morphologie reste la méme, sauf quelques variations dans la 
longueur des chainettes. 

Méme le pouvoir agglutinatif, que les recherches récentes 
reconnaissent & de nombreux sérums, n’est, dans le sérum anti- 
streptococcique, développé qua un faible degré. 

Il faut se demander si ce sérum préventif, dont laction sur 
la morphologie et le développement du streptocoque est si peu 
accusée, ne possede point, sur la virulence du microbe, d’influence 
affaiblissante. Les cultures de streptocoque obtenues dans un 
mélange & parties égales de sérum préventif et de bouillon 
peptonisé (on ne peut guere obtenir de bonnes cultures dans le 
sérum de cheval pur), gardent une virulence trés grande. On peut 
s’en assurer en préparant d’une part une telle culture, d’autre 
part une culture du méme streptocoque dans un mélange sem- 
blablement constitué, de bouillon peptonisé et de sérum de 
cheval neuf. Les liquides, fortement troubles au boutde 24 heures 
de séjour a l’étuve, sont filtrés sur papier. 

I] reste sur les filtres une quantité suffisante de microbes que 
l’on peut laver a l’aide d’eau physiologique pour les débarrasser 
du sérum dont ils sont imbibés. On recueille al’aide de pinceaux 
stérilisés une trace de ces microbes qu’on délaie dans quelques 
c. c. d'eau physiologique. On obtient ainsi deux émulsions, trés 
légerement et, autant que possible, également troubles; l’une 
contient les microbes cultivés en présence du sérum neuf, 
Pautre, les streptocoques développés au contact du sérum pré- 
ventif. Ces liquides, bien que pauvres en microbes, sont tous deux 
extrémement virulents; 1/200 de centimetre cube de l'un ou de 
lautre, tue le lapin neuf en moins de 24 heures. Il n’y a aucune 
atténuation constatable. 

D/ailleurs, la culture entire, contenant le sérum préventif et 
les microbes, est elle-méme tres dangereuse pour les lapins, et 
les tue sans qu’on constate de retard sur les témoins, également 
en moins de 24 heures. 
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On pourrait s’étonner de ce dernier résultat. On pouvait 
s’attendre 4 ce que les lapins auxquels on injecte la culture 
totale, bénéficient de la présence du sérum dans le liquide 
injecté, et résistent 4 l’envahissement des streptocoques que ce 
liquide contient. Mais il faut remarquer que la culture dont 
nous parlons renferme un nombre considérable de microbes. 
Or l’expérience montre qu’une dose de sérum égalea 1c. c. par 
exemple, ne peut préserver les animaux que contre une dose de 
microbes trés notablement inférieure a celle qui se développe 
dans un c. c. additionné d’un volume égal de bouillon. Il n’y 
a done rien de surprenant a ce que la culture soit virulente, car 
elle contient trop de microbes relativement & sa teneur en 
sérum. 

L’expérience que nous venons de relater‘ nous montre sim- 
plement que les microbes ensemencés dans le sérum préventif 
n’ont point subi d’influence déprimante capable de produire une 
atténuation de virulence transmissible aux générations micro- 
biennes nouvelles. Démontre-t-elle que le sérum préventif, 
injecté dans un organisme qu’on infecte ultérieurement, y est 
totalement impuissant a exercer sur le streptocoque inoculé une 
action affaiblissante quelconque? Nullement, car on peut conce- 
voir qu’un sérum, incapable de modifier les microbes in vitro, 
par sa propre énergie, puisse, dans les tissus, agir directement 
sur eux, grace a linfluence additionnelle ou combinée de 
facteurs adjuvants fournis par l’organisme. Ne voyons-nous pas 
le choléra-sérum, par exemple, étre incapable, quand il a été 
conservé longtemps ou qu'il a été chauffé, de produire in vitro la 
transformation granuleuse du vibrion, et pouvoir néanmoins, 
lorsqu’on l’injecte dans lorganisme, y rendre possible l’appari- 
tion de cette modification chez les vibrions inoculés ? 

Nous formulons dés 4 présent ces réserves, simplement 
parce qu’elles paraissent @ priori justifiées, sans nous préoccuper 
pour le moment de savoir si elles sont ou non commandées par 
les résultats expérimentaux. 


4. Cette expérience est la reproduction d’expériences semblables de MM. Met- 
chnikoff (1892), Issaeff, Sanarelli (1893), pratiquées sur les microbes du hog- 
choléra, de la pneumonie, et le vibrion avicide. 
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Les liquides que nous avons examinés jusqu’ici, sérum de 
lapin neuf, sérum préventif pur ou mélangé a du bouillon, 4 du 
sérum de lapin, n’exercent pas sur le streptocoque d’action bac- 
téricide. Il est un liquide organique qui manifeste au contraire, 
sur ce microbe, une action bactéricide évidente. C’est la séro- 
sité que l’on peut séparer par centrifugation d’un exsudat riche 
en globules blancs. Le streptocoque pousse tres difficilement 
dans cette humeur; lorsqu’on l’y ensemence, méme en quantité 
assez forte, il s’y fait, ainsi que MM. Denys et Leclef l’ont déja 
noté, une destruction active de microorganismes’. On peut en- 
semencer dans cette sérosité une goutte de culture jeune et 
abondante, sans qu'il y ait développement; le lendemain le 
liquide est au contraire stérile. 

La sérosité perd son pouvoir bactéricide quand elle a été 
chauffée pendant quelques minutes a 60°. Le streptocoque y 
pousse alors en formant des chainettes* assez longues, a grains 
fins. La partie liquide d’un exsudat riche en leucocytes étant 
bactéricide in vitro, on doit se demander si elle lest au méme 
degré dans ]’organisme. L’expérience répond par la négative. 
Lorsqu’on injecte des streptocoques dans un péritoine de lapin ou 
les leucocytes sont tres abondants, on voit que les microbes non 
englobés se développent tres bien. Si on retire alors un peu 
d’exsudat, lorsque les streptocoques ne sont pas encore tres 
nombreux, et qu’on porte cet exsudat 4 l’étuve, on voit que la 
culture s’y arréte bientdt ; parfois il y a stérilisation (au bout 
d’un ou deux jours), parfois aussi le microbe parvient a a repousser, 
mais aprés un arrét de prés de 24 heures. 

Les expériences faites in vitro & l'aide d’exsudats leuco- 
cytaires ne doivent donc étre acceptées en général qu’avec beau- 
coup de réserves, car elles ne concordent pas nécessairement 
avec des expériences analogues, mais faites avec le concours de 
Yorganisme vivant. 


4. Denys et Lecter, Sur l’immunité du lapin vacciné contre le streptocoque. 
La Cellule, 1895. 


a 


_SERUM ANTISTREPTOCOCCIQUE. 199 
§ Il. — Acrion pu sérum DANS L’oRGANISME. INJECTION INTRAPERI- 
TONEALE. 


Abordons maintenant l’étude des phénoménes qui se passent 
dans l’organisme, chez les lapins injectés préventivement de 
sérum et auxquels on injecte le streptocoque. Nous envisage- 
rons d’abord le cas ot le sérum ayant été injecté sous la peau, 
le virus est inoculé 24 heures aprés, dans la cavité péritonéale. 

L’étude de la lutte entre les cellules et Je virus dans la 
cavité péritonéale est en effet particulitrement instructive, et 
voici en quelques mots pourquoi. 

Il est tres facile de suivre pas & pas l'étude de ce genre d’in- 
fection; il suffit d’extraire a différents intervalles, au moyen d’un 
tube effilé, un peu d’exsudat péritonéal. 

Cet exsudat représente un milieu homogéne, c’est-a-dire 
qu il offre, dans toute l’étendue dela cavité, une constitution 
identique pour ce qui a trait au nombre, a la qualité, 4 aspect 
des cellules et des microbes. Dans un exsudat sous-cutané, au 
contraire, on trouve souvent que des points différents, méme 
s’ils sont rapprochés, fournissent des exsudats différant, soit par 
la quantité de liquide, soit par le nombre ou la manieére d’étre 
des cellules ou du virus. 

{lest possible, avant d’injecter les microbes, de produite arti- 
ficiellement des variations dans le nombre des cellules éparses 
dans lexsudat péritonéal. On peut, par une simple injection de 
bouillon, faire intervenir de la sorte, dés le début de l’infection, 
un nombre trés grand de phagocytes actifs. C’est la pour l'étude 
une ressource souvent importante, et que nous avons fréquem- 
ment mise a profit. 

Toutefois il faut connaitre, pour la compréhension des phé- 


nomenes signalant l’infection péritonéale chez les vaccinés par 


le sérum, une notion importante que fournit une expérience 


consistant & injecter du streptocoque dans les veines d’un lapin 


neuf, d’une part, d’un lapin injecté préalablement de sérum, de 
Yautre. Le streptocoque virulent, inoculé dans le sang d’un 
lapin neuf, a la dose de 1/10 ou 1/4 de c.cpar exemple, s’y déve- 
loppe beaucoup, de facon & y former en 7 ou 8 heures une cul- 
ture abondante; le sang ensemencé &ce moment sur gélose 
donne des colonies confluentes. Si l’on injecte les mémes doses 
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dans le sang d’un lapin qui a regu du sérum sous la peau, le 
développement est enrayé. Immédiatement apres l’injection, 
une goutte de sang prise 4 une région quelconque du corps et 
portée sur gélose y donne naissance 4 quelques colonies. Plus 
tard, 5-7 heures apres, ou le jour suivant, le sang contient du 
streptocoque en permanence, mais le nombre des microbes n’y 
augmente presque pas. 

Néanmoins, le lapin succombe apres 2, 3, 4 jours; mais le 
sang a l’autopsie est toujours beaucoup plus pauvre en 
microbes que celui d’un lapin mort sans avoir regu de sérum. 
On trouve, il est vrai, des microbes en nombre plus grand 
dans le foie, la rate, la moelle des os, et surtout le poumon; cer- 
tains d’entre eux y sont libres, d’autres sont englobés par les 
leucocytes. 

Insistons & ce propos sur cette reégle générale : les lapins 
injectés de sérum, et qui, la dose de microbes étant trop grande, 
n’ont sur Jes témoins qu’une survie de 2, 3 jours, ne présentent 
jamais, dans le sang du ceur, autant de microbes que les témoins. 
Le contraste est tout a fait accusé, quelle que soit la région 
ou l’on a injecté les microbes. 

Daus les cas seulement ov les lapins ont été momentanément 
guéris, et contractent, au bout d’un temps prolongé, une récidive 
mortelle, la culture dans le sang peut-étre presque égale 4 celle 
qu offre le sang d’un lapin mort saus avoir regu de sérym. 

Or, lVinfection péritonéale chez les lapins neufs s’accompagne 
d’une pénétration rapide du microbe dans le sang; la pullulation 
qui s’y fait bientdt doit étre envisagée, tant elle est intense, 
comme la cause immédiate de la mort; ce n’est pas la péritonite 
qui tue les lapins neufs, c’est l’infection du sang. Dés lors, si la 
croissance des microbes dans le sang est rendue chez le vacciné 
beaucoup plus difficile, Vocals de l’infection péritonéale 
pourra se prolonger sans amener de septicémie, beaucoup plus 
ke. longtemps chez l’animal injecté de sérum que chez le témoin. 
ah, Telle est la notion qui pour le moment nous importe. 


: A. Cultures jeunes. — Comment se comportent les strepto- 
hs ‘coques virulents, provenant d’une culture jeune (24 heures), 
| lorsqu’on les injecte dans le péritoine riche en leucocytes d’un 

* lapin qui a recu la veille 10 c. c. de sérum sous la peau, et 6 c. ¢. 
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de bouillon peptonisé dans Ja cavité péritonéale? Il ya deux cas, 
nettement tranchés, a considérer : 

1° La quantité de microbes injectés est trés faible, inférieure 
a4/2 c. c. de culture (ces chiffres ne sont naturellement pas 
tout a fait invariables). Arrétons-nous par exemple & 1/10 de 
centimetre cube. Faisons remarquer qu’avec ces doses, la 
quantité de microbes qu’on trouve dans le péritoine est tres 
restreinte relativement au nombre de cellules. Il est méme parfois 
difficile de les retrouver sur les préparations. Dans cés conditions, 
le virus est assez rapidement, et, autant qu’on peut l’affirmer, 
completement englobé. Au bout d’une heure ou deux par exemple, 
on ne trouve aucun microbe libre; la culoration par Je carmin 
boracique et la méthode de Gram, fait voir qu’ils sont devenus 
la proie des cellules. La conséquence de ce fait, c'est gwil ne se 
produit dans ces conditions uucun développement extracellulaire de 
microbes, et Vanimal guérit. 

Chez le témoin sur lequel on a également pratiqué l’injection 
intra-péritonéale de bouillon, mais qui n’est pas soumis a 
Vinfluence protectrice du sérum, on constate aussi, dune facon 
générale, lorsqwon emploie ces petites doses, une phagocytose tres 
notable, qui méme porte sur la grande majorité des microbes 
injectés : ce n’est qu’exceptionnellement que l’on trouve sur les 
préparations des microbes libres. 

Néanmoins la multiplication se fail, et bient6t, au bout de 
3, 4 heures, on se trouve eu présence de nombreux coccus 
possédant une influence chimiotaxique négative intense. L’ani- 
mal meurt, en général, au bout d’une douzaine d’heures, avec 
les symptomes ordinaires qu’offre linjection chez les neufs, et 
sur lesquels nous avons insisté précédemment. 

2° Les choses se passent d’une maniere bien différente si, an 
lieu d’inoculer seulement une quantité trés petite, voisine de 
1/10 de centimetre cube, on atteint une dose égale a 1/2 c. c. ou 
légerement supérieure. 

Dans ces conditions‘, ’englobement qui s’opére dans les 

4. Faisons remarquer que lorsqu’on injecté 1/2 c. c. de culture dans un 
péritoine préparé par le bouillon, la quantite de streptocoques presents dans les 
premiers moments, au sein de Vexsudat, est encore trés faible relativement au 
nombre des cellules. Et néanmoins la reproduction s’opére et, ainsi qu’on le verra 
plus loin, l’animal n’est sauve que par une phagocytose tardive. 


MM. Denys et Leclef (La Cellule, 1895) préparent un mélange tn vitro de serum 
de lapin neuf, de leucocytes de lapin neuf et de serum préventif. Ils y ense- 
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premieres heures n’est que partiel. On trouve, comme dans 
V’expérience précédente, des streptocoques englobés par des cel- 
lules sans doute remarquablement vigoureuses. Mais la quan- 
tité injectée étant plus grande, beaucoup de streptocoques restent 
libres et bientOt se développent. Pour ces doses, on ne trouve 
pas de différence notable, dans |’étendue de la phagocytose, entre 
le lapin traité par le sérum et le lapin neuf. Les streptocoques 
se multiplient donc beaucoup, sans qu’il y ait sur la croissance 
d’influence retardatrice bien constatable. Les microbes sont pour- 
vus d’une auréole. 8 ou 10 heures apres Vinjection, alors que 
le témoin se rapproche du moment de la mort, les streptocoques 
pullulent chez le vacciné au milieu des leucocytes. Cependant 
l'animal résiste, et l’on constate pourtant que les microbes sont 
toujours extrémement nombreux et que la phagocytose reste 
nulle ou extrémement restreinte. 

Cependant lexsudat change d’aspect. Il devient lentement 
de plus en plus épais, presque blanc, et semble se concentrer; 
sa teneur en Jeucocytes devient extrémement forte. La situation 
se prolonge ainsi pendant un temps plus ou moins long. Soudain, 
lorsque lexsudat, devenu épais, a acquis Vapparence dun pus homo- 
gene et blanc, 20 heures, par exemple, apres l’injection, on 
constate apparition subite de la phagocytose. Tres rapidement alors, 
en quelques heures (trois ou quatre, parfois moins encore}, la 
tolalilé des streptocoques qui fourmillaient hors des cellules est tou- 
jours capturée par les phagocytes. La grande majorité des cellules 
contiennent des microbes, et souvent en quantité extraordinaire. 
Lenglobement, lorsqu’il a été complet, est suivide la guérison, 
soit définitive, soit temporaire; sila quantité de microbes a été 
trop grande, on peut assister, méme lorsque l’englobement 
a été complet, 4 une rechute qui survient deux ou trois jours 
aprés, ou davantage. 

La phagocytose tardive peut aussi n’étre qu’incomplete, si le 
virus s’est développé trop abondamment. Le lapin ne jouit que 


mencent du streptocoque, et constatent que les microbes subissent, dans leurs 
cultures, un arrét trés marqué, di a une phagocytose abondante dés le début, 
tandis que le streptocoque pousse rapidement dans une mixture de sérum et de 
leucocytes de lapin neuf, sans sérum préventif. Dans ces conditions, nous n’avons 
pu obtenir les mémes résultats. Nous constatons, au début, une certaine phago- 
‘cytose dans les tubes additionnés ou dépourvus de sérum préventif. Ultérieurement, 
le développement se faisait dans les deux mélanges. 
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d'une simple survie. La condition essentielle a la guérison est toujours 
Vaccomplissement complet de l englobement. 


Conditions nécessaires a Vapparition de la phagocytose tardive. — 
La phagocytose tardive est susceptible de se produire chez les 
animaux qui ont recu une quantité de sérum suffisante ; elle 
s’ observe chez les animaux qui ont recu du sérum sous la peau 
ou dans le péritoine méme. C’est chez le lapin préparé par le 
bouillon (et qui est ainsi devenu plus résistantal’égard de l’infec- 
tion péritonéale) qu’elle s’observe le plus commodément. Dans ces 
conditions, on peut l’obtenir en injectant méme de grandes 
quantités de microbes, mélangés 4 une quantité relativement 
restreinte de sérum (exemple: 4 un lapin qui a recu la veille 
6 c. c. de bouillon dans le péritoine, on injecte le lendemain 
1c. c. de bouillon additionné de 5 c. c. de sérum; phagocytose 
tardive et compléte au bout de 25 heures environ). 

La phagocytose tardive peut se produire aussi chez les ani- 
maux qui ont recu du sérum sous la peau, et qui n’ont pas subi 
la préparation du péritoine. Mais dans ces conditions, il faut 
diminuer beaucoup la dose des microbes injectés. Chez les 
lapins vaccinés par le sérum, mais qui n’ont recu aucune injec- 
tion intrapéritonéale préalable, et qui possedent, on le sait, un 
exsudat limpide et pauvre en phagocytes, l’inoculation de strepto- 
coques dans la cavité est dangereuse, beaucoup plus que |’ino- 
culation sous-cutanée, et d’autant plus dangereuse que la culture 
employée est jeune et capable d’une prolifération trés rapide. Les 
streptocoques inoculés trouvent, méme chez le vacciné, dans 
Pexsudat limpide, un milieu de culture extrémement approprié *; 
lorsque les leucocytes arrivent ultérieurement en grand nombre, 
ce qui demande toujours un certain temps, ils se trouvent déja 
en présence d’un nombre de microbes trés considérable. 

Chez les lapins immunisés par le sérum, et dans le péritoine 
desquels la phagocytose tardive doit survenir, le nombre des 
phag ocytes s’accroit peu a peu de facon a devenir considérable. 
Mais, dans les premieres heures, cet afflux ne parait pas plus 
marqué que celui qu’on observe chez Jes lapins neufs. 

4. Nous n’avons jamais constaté, aprés avoir injecté dans le péritoine d’un 
lapin traité une petite dose de streptocoques, de disparition de microbes ana- 


logue a celle que MM. Denys et Leclef ont vu survenir aprés l’inoculation de 
streptocoques dans Ja plévre de lapins vaccinés. 
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L’injection dans le péritoine de liquide de culture filtré provo- 
que chez les lapins neufs comme chez les lapins traités, un afflux 
tres abondant de leucocytes, sans qu’il y ait de différences sen- 
sibles. L’injection de cultures A4gées d’une semaine, faite dans 
le sérum de lapin neuf, et ot les microbes sont morts ou affai- 
blis, donne lieu aux mémes observations. 


B. Cultures dgées. — Le danger que présente l’injection des 
cultures jeunes réside en partie dans l’extréme rapidité de la 
multiplication qui s’opere avant l’arrivée des phagocytes. Si 
l’on emploie des streptocoques dont l’activité reproductrice ne se 
réveille qu’aprés un certain nombre d’heures, la phagocytose 
tardive se produit beaucoup plus facilement, méme si le sérum 
estinjecté apres les microbes. Nous résumons rapidement l'une 
des expériences faites 4 ce sujet. 

Deux lapins entiérement neufs, qui n’ont recu ni sérum 
ni bouillon dans le péritoine, recoivent une injection intrapéri- 
tonéale de 8 c. c. d’une culture (ascite-bouillon) agée de 4 jours. 
Six heures aprés, on constate que les phagocytes sont devenus 
trés nombreux et que les microbes injectés sont englobés (les 
streptocoques agés sont, comme nous l’avons vu plus haut, 
facilement phagocytés). Mais la croissance ne s’est pas encore 
faite, et l’on ne voit pas de microbes libres. A ce moment l’un 
des lapins recoit 3 c. c. de sérum préventif dans le péritoine, et 
5c. c. sous la peau. 

L’autre lapin, 4 qui on n’injecte pas de sérum, ne meurt d’in- 
fection généralisée qu’au bout de 18 heures; cela tient au retard 
avec lequel la croissance s’est faite. Le lapin injecté de sérum 
présente dans le péritoine, 24 heures apres le commencement 
de l’expérience, des microbes trés nombreux, extracellulaires, 
épars au milieu de leucocytes forts abondants. La croissance a 
donc pu s’opérer. Mais, quelques heures plus tard, la crise pha- 
gocytaire se déclare, et brusquement la totalité des microbes 
libres est englobée. 

Dans cette expérience, la croissance extracellulaire s’est 
elfectuée, et a été suivie d’un englobement tardif. Mais le sérum 
avait été administré notablement aprés l’inoculation micro- 
bienne. Si l’on injecte le sérum préventivement, la veille, on 
constate généralement, quand on se sert de cultures agées, un 
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englobement: général auquel ne succéde pas Vapparition de microbes 
extracellulaires. 

Chez le lapin neuf, Venglobement se fait aussi, et Von ne voit 
pas d’invasion pendant un nombre d’heures souvent assez grand; 
le streptocoque reste a ]’état latent. Mais il se réveille bientdt ; 
et de nouveaux coccus se développent et envahissent l’exsudat. 

Proviennent-ils de tres rares streptocoques restés libres, 
malgré l’étendue constatée de la phagocytose? Dérivent-ils de 
microbes d’abord englobés et qui ont résisté aux phagocytes? 
Les deux alternatives sont possibles; l’on a vu antérieurement 
que les streptocoques peuvent rester en vie tres longtemps dans 
un organisme, apres avoir été capturés par les cellules. 

Les lapins traités par le sérum peuvent done résister A 
Vadministration de quantités trés grandes de culture dgée de 
quelques jours '. 

Tels sont, dans leurs traits généraux, les phénomenes qui ont 
cours chez les lapins vaccinés par le sérum, auxquels on a 
inoculé le streptocoque par voie péritonéale. Il nous reste a 
reprendre maintenant avec quelques détails l’observation de la 
phagocytose tardive. 


§ UT. — Puacocyrose Tarvive ov CRISE PHAGOGYTAIRE, 


La crise phagocytaire s’observe facilement dans le péritoine 
de lapins traités par le sérum; elle succede brusquement a un 
développement extracellulaire et généralement fort abondant 
de microbes; elle ne se produit dans l’exsudat que quand celui- 
ci est devenu épais et d’aspect purulent; elle s’obtient, toutes 
choses égales d’ailleurs, plus rapidement et plus stirement chez 
les lapins préparés par le bouillon que chez ceux dont le péri- 
toine est normal au moment de J injection. En effet, grace a la 
préparation, les conditions que doit présenter J’exsudat (abon- 
dance extréme des leucocytes) pour permettre la crise phagocy- 
taire, sont plus aisément réalisées. 

La crise phagocytaire peut étre compléte ou incomplete, et 

1. L’activité de ces cultures agées de quelques jours dépend beaucoup, natu- 
rellement dela qualité du milieu de culture. Quand le milieu de culture est meilleur 
que de coutume, les streptocoques y restent, si l’on nous permet cette expression, 


jeunes plus longtemps; ils conservent mieux la propriété de pousser tres rapi- 
dement sur un terrain nouveau. 


7 


<> 


Seg Nig nt Rt Wty 
ROD Tar aN ST Tene ea Or gag 


FS 


t 


206 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


le moment précis de son apparition varie avec la gravité du cas. 
— Lorsqu’elle est incompléte, ou méme seulement trop tardive, 
animal ne présente qu'une survie. Fréquemment on la voit se 
produire au bout d’une vingtaine d’heures; elle est souvent plus 
tardive sielle ne doit pas devenir totale. 

Si le nombre des microbes développés est trop considérable, 
ou la dose de sérum trop faible, l’animal peut mourir avant l’ac- 
complissement total de la phagocytose; le nombre des microbes 
libres est alors souvent restreint au moment de la mort. 

La mort peut survenir aussi aprés une phagocytose partielle, 
A laquelle succéde une repullulation des nouveaux streptocoques 
qui s’adaptent et finissent par envahir de nouveau l’exsudat. 

C’est un tel cas de phagocytose tardive el partielle que nous 
allons tout d’abord considérer en détail : Un lapin quia recu la 
veille 6 c. c. de bouillon dans le péritoine est injecté le lende- 
main, dans la méme région, par Ic. c. de culture de streptocoque 
jeune, additionnée de 5 c. c. de sérum préventif '. Suivant l’as- 
pect des microbes et des cellules, on peut diviser les processus 
infectieux en quatre stades. 

Le" stade ou stade de développement libre. — Apres Pinjection, 
un trés petit nombre seulement de microbes sont englobés par 
les cellules pourtant tres nombreuses. Le développement se fait 
avec une extréme activité. Une préparation faite 10 h. 1/2 aprés 
Pinjection, montre l’absence totale de phagocytose ; les leucocytes 
sont trés nombreux. Les microbes sont normauax, extrémement nom- 
breux, de volume ordinaire, bien colorés, en courtes chainettes ou 
diplocoques. 

2° stade, ou stade de phagocytose incomplete. — 22 heures apres 
linjection, le nombre des microbes n’est pas considérablement 
supérieur a ce qu'il était apres dix heures, et la phagocytose est — 
restée incomplete, bien que les leucocytes soient trés nombreux 
et que l’exsudat soit devenu moins fluide. 

Mais l’aspect des microbes épars dans le liquide n’est pas 
resté identique a ]ui-méme. Les microbes sont, en général, 
devenusnotablement plus petits, etse colorent parlebleu en une 
teinte plus pale. On trouve aussi un grandnombre de diplocoques 
extrémement petits (fig. 4). On trouve aussi de courtes chai- 


1.Le témoin injecté de 1/10 de ceutimétre cube de culture et de 5 c. c.sérum 
de cheval neuf, meurt en 11 heures avec tes altérations habituelles aux lapins neufs . 
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netles, a grains petits, parfois tres comprimés et inégalement 
espacés, souvent aussi inégalement colorés. On peut méme trou- 
ver parfois, mais c’est plus rare, des chainettes peu distinctes 
dont quelques grains seulement ont pris la couleur. 

Cependant on trouve encore, disséminés dans l’exsudat, des 
chainettes bien colorées, normales, & grains arrondis, d’un volume 
égal ou parfois méme supérieur aux dimensions habituelles. 

Il existe un contraste net entre ces formes normales ou trés 
voisines des formes habituelles, et les microbes & caractéres 
particuliers que nous avons mentionnés quelque lignes plus 
haut. Les streptocoques, au lieu de présenter comme auparavant 
un aspect a peu pres uniforme, offrent des variétés distinctes. 

3° stade, ou stade phagocytaire. — On constate, six heures plus 
tard (donc 28 heures aprés l’injection de streptocoques) que la 
phagocytose s’est faite d’une facon trés étendue. 

L’exsudat est devenu progressivement de plus en plus épais ; 
il contient un nombre énorme de leucocytes, des polynucléaires, 
des cellules mononucléaires de taille variable. On remarque 
immédiatement que les mononucléaires, et particulierement 
les grands macrophages ont surpassé tres notablement, comme 
énergie phagocytaire, les leucocytes microphages. Beaucoup 
de ceux-ci sont vides, tandis que les cellules & noyau unique 
ont englobé des quantités considérables de microbes. Par la colo- 
ration au bleu de Kiihne, on constate que les microbes englobés 
appartiennent en général a la catégorie des microbes petits, pré- 
sentant la teinte pale et les particularités que nous signalions tout 
a Vheure. Aussi, en raison de leur petitesse, de leur faible colora- 
bilité, est-il souvent malaisé de les distinguer, au sein des phago- 
cytes, lorsqu’on colore par le bleu. Cette remarque est justifiée 
pour tous les cas de phagocytose tardive (partielle ou totale) ; 
quelques cellules, il est vrai, contiennent des coccus d’aspect 
normal et aisés 4 distinguer dans les cellules; mais la grande 
majorité sont indiqués dans les cellules par de petits points bleus 
peu distincts. Aussi, pour que les préparations montrent la phago- 
cytose d’une facon plus saisissante, faut-il colorer par le carmin 
boracique et le Gram. Par cette méthode, les microbes englobés 
se teignent encore tres bien '. 


4, La coloration des microbes par le violet de gentiane (avéc application 
ultérieure du liquide de Gram et de la décoloration par l’alcool et l’essence de 


ye 
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Quant aux chaines d’aspect normal que nous signalions, on 
ne les trouve que fort rarement dans les cellules. Elles restent 
extracellulaires, et tandis que la proportion des microbes altérés 
a diminué beaucoup, en dehors des cellules, par suite de l’en- 
globement, leur nombre, au contraire, s'est légerement accru. 

4° stade postphagocytaire, ow stade de réinfection. — On 
retrouve, sur les préparations de l’exsudat extrait 34 heures 
apres V'inoculation, encore quelques petits microbes, qui n’ont 
pu étre tous englobés. 

Mais tandis qu’ils sont maintenant en nombre relativement 
restreint, la quantité des chainettes bien colorées, plus volumi- 
neuses, normales, a notablement augmenté (fig. 5). La propor- 
tion des deux variétés des streptocoques extracellulaires a changé 
au profit de cette derniére forme, qui s’est multipliée. De nou- 
veaux streplocoques ont donc pu se former, par multiplication 
des microbes d’apparence normale qui ont pu résister a l’en- 
globement. | 


L’animal meurt peu de temps apres, une quarantaine— 


heures aprés l’inoculation. 

ll y a de rares streptocoques dans le sang; ce sont de courtes 
chainettes, d’apparence normale, comme c’est le cas général 
pour les streptocoques trouvés, apres la mort, dans le sang des 
lapins qui ont recu du sérum. 

Le type que nous venons de décrire, que présente l’infection 
péritonéale signalée par une phagocytose partielle, n’est natu- 
rellement pas immuable. Il y a des variations dans la durée des 
stades’, dans la proportion relative, avant la phagocytose, des 
microbes ordinaires et de ceux dont l’aspect a changé. 

Parfois ’animal épuisé meurt avec une phagocytose seule- 


girofle) n’est toutefois pas entiérement satisfaisante. Elle teint les microbes d’une 
maniére brutale et ne fait pas apparaitre les différences que les streptocoques 
présentent entre eux, Pour les révéler et pour mettre en relief, avec netteté, les 
détails dans l’aspect des microbes, il faut une coloration plus fine, que le bleu 
phéniqué réalise. 

1. La phagocytose partielle peut n’apparaitre qu’au bout d’un temps trés 
long. C’est ainsi que dans un cas nous avons yu une phagocytose tout a fait 
partielle ne survenir qu’au bout d’un temps trés long, prés de 48 heures. Et 
cependant l’exsudat de Vanimal était devenu, au bout d’une dizaine d’heures, 
fort riche en leucocytes, et dans la suite purulent. De tels cas temoignent de la 
persistance extréme avec laquelle la réaction chimiotaxique négative du microbe 
peut se maintenir, 
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ment débutante, et qui ne porte que sur une petile partie des 
microbes présents dans l’exsudat. 

Mais ce qui s’observe constamment, ce sont les particularités 
d’aspect que présentent les microbes au moment ow la phago- 
cytose s’exerce; c’est l'état spécial de faible colorabilité, de 
petitesse ot l’on trouve la grande majorité d’entre eux lorsqu’ils 
vont étre englobés en masse par les phagocytes (état révélé par 
la coloration au bleu de méthyléne). Ce qui se retrouve encore, 
c’est la supériorité plus ou moins tranchée (et marquée surtout 
au début de l’englobement) au point de vue de l’activité phago- 
cytaire, des mononucléaires sur les microphages. Ce qui se 
constale régulitrement aussi, c’est la relation entre la consis- 
tance de l’exsudat et l’apparition de la phagocytose. 

On trouve souvent, dans les exsudats tres riches en leuco- 
cytes et en microbes, avant que la phagocytose partielle ne 
s opere, des points ou les cellules sont réunies en amas plus ou 
moins compacts ; ces leucocytes présentent souvent des altéra- 
tions ; lesprotoplasmes ne sontplnsnettement délimités, sont par- 
fois confluenlts ; on remarque aussique l’amas estenveloppé d’une 
couche d’aspect glaireux, absorbant un peu le bleu; l’apparence 
est celle d’une couche mucilagineuse, dont lorigine est en rela- 
tion avec la désagrégation cellulaire. Or on trouve dans cette 
couche, tres fréquemment, un nombre trés grand de strepto- 
coques, petits, mal colorables, présentant le plus nettement les 
caracteres des streptocoques anormaux, qui semblent s’étre 
développés la et avoir été retenus par la consislance moins 
fluide de l’exsudat a ce niveau. 

Retiré du corps, l’exsudat, qui subit une coagulation ot: les 
leucocytes meurent, est nettement hactéricide. 

B. Phagocytose tardive et complete. — Elle est précédée des 
mémes stades que la phagocytose incomplete. Elle exige que le 
nombre des microbes ne soit pas trop grand, d'une fagon abso- 
lue, et que l’animal ne soit pas trop épuisé. La période prépha- 
gocytaire se caractérise comme pour la phagocytose incomplete, 
mais elle est moins longue. Quand !’animal survit, on trouve, 
pendant les jours qui suivent, une diminution progressive dans 
le nombre des microbes encore vivants dans les phagocytes ; on 
rencontre, 4 l’intérieur de ceux-ci, des microbes désagréges. 

L’activité phagocytaire, non seulement des mononucléaires, 
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mais aussi des polynucléaires, est tres grande dans la phago- 
cytose complete. Les macrophages ne se bornent pas a englober 
des streptocoques pour leur propre compte, ils englobent aussi 
des polynucléaires plus ou moins dégénérés, et qui antérieure- 
ment s’étaient emparés de microbes. Pour le streptocoque preé- 
cisément, ce fait a été mis en relief par M. Metchnikoff dans 
son étude déja ancienne sur la phagocytose dans |’érysipéle. 

Il y a des transitions entre la phagocytose tardive et la pha- 
gocytose d’emblée. Cette derniére, nous l’avons vu, est celle 
qu’on observe chez les lapins immunisés par le sérum et pré- 
parés par le bouillon, lorsqu’on leur injecte dans le péritoine 
une quantité trés petite de streptocoques. Sans étre, bien entendu, 
absolument instantanée, elle suffit dans ces cas 4 empécher toute 
reproduction extracellulaire du streptocoque. Or, on peul 
observer des cas ot la crise phagocytaire, bien que tardive, 
survient assez vite pour que le développement du microbe ne 
soit pas exubérant; c’est ainsi que nous l’avons observée 
10 heures seulement aprés l’inoculation. De tels cas établissent 
le lien entre les deux formes de la phagocytose, et l’on peut 
admettre assez logiquement que si les leucocytes de lapins pré- 
parés et inoculés de doses faibles (aprés injection de sérum) 
peuvent capturer assez rapidement la totalité des parasites, c’est 
en vertu d’un mécanisme identique a celui qui préside a l’accom- 
plissement de la phagocytose tardive. 

On peut, nous l’avons vu, obtenir la phagocytose tardive en 
injectant dans un péritoine de lapin, ou les leucocytes sont 
devenus abondants a Ja suite d’une injection de bouillon (c’est 
1a une condition facilitant apparition de la crise phagocytaire), 
un mélange de sérum préventif et de culture streptococcique 
jeune. On doit se demander a ce propos si l’accomplissement 
de lenglobement tardif est favorisé ou accéléré lorsque les 
microbes et le sérum injectés ont été, au préalable, en contact 
pendant quelques heures, ou si les phénoménes phagocytaires 
sont aussi marqués, aussi précoces, lorsqu’on injecte séparément, 
dans le péritoine, des doses respectivement semblables de 
microbes et de sérum, sans avoir auparavant mélangé la culture 
et le liquide préventif. 

Prenons deux lapins, de taille & peu pres égale, qui ont recu 
Ja veule, dans le péritoine, chacun 6 c. c. de bouillon peptonisé. 
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Injectons au lapin A, dans le péritoine trés riche en leuco- 
cytes, 4 c. c. de sérum préventif; injectons au lapin B, dans la 
méme région devenue également tres riche en leucocytes, 4c. ¢. 
de sérum de cheval (premiéres injections). Nous avons eu soin 
de préparer, quelques heures auparavant, 2 mélanges, constitués 
Yun par 4 c. c. de sérum préventif et 1/2 c. c. de culture jeune 
de streptocoque, l’autre par 4c. c. de sérum neuf (de cheval) et 
1/2 c. c. de la méme culture‘. Les tubes sont placés 4 la tem- 
pérature ordinaire. Soit aprés un temps assez court (1/2 heure a 
3/4 dheure), soita un moment plus éloigné (7, 8 heures ou davan- 
tage) de celui ot l’on a pratiqué la premiére injection, nous 
injectons, toujours dans les péritoines riches en cellules, les 
deux mélanges. Le lapin A, qui a regu d’abord le sérum pré- 
ventif, est injecté en ce moment du mélange contenant le sérum 
neuf. Le lapin B, qui a subi l’injection de sérum neuf, recoit 
maintenant le mélange renfermant le sérum préventif. Les deux 
lapins, en somme, recgoivent donc, dans la méme région, les 
mémes quantités de microbes et de sérum; mais ils different en 
ce que l’un recoit isolément les deux éléments, tandis que l’autre 
les recoit en mélange. 

Or, c’est le lapin B, celui qui regoit 4 la fois le sérum pré- 
ventif et les microbes laissés préalablement en mutuel contact, 
qui présente a la fois la survie la plus longue et la phagocytose 
la plus complete, la plus précoce. Les deux lapins ne présentent 
qu’une survie, car on a intentionnellement, pour faire ressortir 
mieux les différences, injecté une quantité de microbes forte 
relativement ala dose de sérum. Corrélativement a la précocité 
plus grande dela phagocytose, le développement total des strep- 
tocoques chez le lapin B est manifestement plus restreint ; les 
microbes présentent plus nettemenl, avant la phagocytose, les 
particularités indiquées. 

Cette expérience que nous avons, comme on le pense bien, 
répétée a plusieurs reprises, donne régulitrement ce résultat. 
Elle donne lieu aussi 4 des observations semblables, si l’on opére 
non plus sur des lapins préparés par le bouillon, mais sur des 
animaux a péritoine normal. 

Il faut remarquer néanmoins que les différences que peu 


4, Ces doses ont varié dans les diverses expériences de ce genre que nous 
avons exécutées. 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


vent présenter entre eux deux lapins traités comme nous venons 
de le voir ne sont que des différences de degré. Chez les deux 
lapins, la phagocytose dans ces conditions est tardive; elle appa- 
rait seulement plus facilemeut chez l'un que chez l'autre. Mais 
au début de l’expérience, pendant les premieres heures, les 
phénoménes sont semblables et la pullulation microbienne 
s’opere activement. Le contact préalable entre le microbe et le 
sérum, in vitro, peut done faveriser la réaction curatrice, mais 
le sérum n’imprime pas au microbe, malgré le contact prolongé, 
de modification capable de se manifester rapidement apres 
Pinjection dans l’organisme. 


§ IV. — InocuLarion, chez LES LAPINS TRAITES PAR LE SERUM, DU 
STREPTOCOQUE PAR VOIE SANGUINE, INTRA-OCULAIRE, SOUS-CUTANEE. 


Nous avons vu que le streptocoque, inoculé ala dose de 
1/10 81/4 dec. c. dans les veines d’animaux vaccinés par le 
sérum, ne s’y multiplie pas ou n’y prolifére que tres peu. Il sy 
maintient cependant, et d’ailleurs l’animal meurt au bout de 
deux 4 quatre jours. On trouve alors, a l’autopsie, des microbes 
encore assez rares dans le sang, plus nombreux dans le foie, la 
rate, la moelle des os et surtout le poumon. 

Il est difficile, étant donné que le nombre des microbes 
injectés est petit, de les retrouver au microscope. Mais il est 
tout 4 fait probable quwils sont capturés par les leucocytes du 
sang, car le sérum des animaux traités par le sérum préventif ne 
présente aucune propriété bactéricide pouvant expliquer l’obsta- 
cle apporté a la culture dans le liquide circulant. On sait d’ail- 
leurs que les petites quantilés de streptocoques inoculées dans 
une région riche en leucocytes (péritoine préparé) y sont englo- 
bées assez rapidement, et que la culture est des lors empéchée. De 
plus, & l’autopsie des lapins morts, on trouve fréquemment, 
dans les organes inlernes (poumons, rate), des leucocytes, des 
mononucléaires en particulier, qui conliennent de nombreux 
streptocoques. 

L’inoculation sous-cutanée est celle qui est le plus strement 
tolérée par les animaux qui ont regu du sérum. Il ne se produit 
pas d’cedéme au point d’inoculation (sauf pour les inoculations 
pratiquées a l’oreille), ce quirend l’étude assez difficile. Les mi- 
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crobes ne passent pas dans le sang, et probablement les cellules 
des canalicules lymphatiques des ganglions jouent un roéle im- 
portant dans la défense. Nous avons 4 compléter beaucoup nos 
recherches a cet égard. MM. Denys et Leclef ont établi, particu- 
herement en étudiant les effets des inoculations pratiquées sous 
Ja peau de Voreille, que ’immunité est due ala phagocytose. 

L’inoculation dans V’humeur aqueuse est dangereuse. Une 
trace de streptocoques introduite & ce niveau s’y cultive abon- 
damment. L’afflux des leucocytes est lent, n’apparait notable- 
ment qu’apres 24 heures, et ne suffit pas 4 la protection prolon- 
gée de Porganisme. Ultérieurement, des chainetles de strepto- 
coques, bien colorées et auréolées, persistent a l'état libre, parmi 
les leucocytes dont plusieurs coutiennent des microbes, et l’in- 
fection généralisée finit par s’opérer; le sérum injecté était 
pourtant bien actif, car il protege, a la méme dose, Je lapin 
contre une inoculation sous-culanée de 1/4 de c. c. de culture 
jeune trés virulente. 


EXPLICATION DE LA PLANCHE V 


Fig. 1. — Liquide péritonéal du cobaye préparé avec du bouillon et ino- 
culé avec 0,5 c. c, de culture de streptocoque. Phagocytose. Zeiss. Oc. 3. 
Obj. 1/18. 

Fig. 2. — Liquide péritonéal du cobaye neuf, injecté avec 0,5 c. c. de 
culture de 2 jours. Oc. 2. Obj. 1/18. 

Fig. 3. — Stade de la phagocytoseincompléte chezle lapin. Oc. 2. Obj. 4/18. 

Fig. 4. -—- Deuxiéme période. Apparition de petits streptocoques. Oc. 3. 
Obj. 1/18. 

Fig. 5. — Quatriéme période, Stade postphagocytaire, 
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ET SUR L’EMPLO!] DU SERUM ANTIVENIMEUX 
DANS LA THERAPEUTIQUE DES MORSURES VENIMEUSES 
CHEZ LYHOMME ET CHEZ LES ANIMAUX 


QUATRIEME MEMOIRE 


Par A. CALMETTE 


Directeur de I’Institut Pasteur de Lille 2 


Dans une série de mémoires parus dans ces Annales depuis 
1892 ', j'ai exposé mes recherches sur le venin des serpents, et 
jai fait connaitre une nouvelle méthode de sérothérapie des 
morsures venimeuses, dont l’emploi commence a se généraliser 
partout, en Europe et aux Colonies. 

Depuis plus d’un an, l'Institut Pasteur de Lille prépare et 
distribue, dans tous les pays intéressés, de grandes quantités de 
sérum antivenimeux. Ce sérum est obtenu a l’aide de chevaux 
immunisés contre les venins les plus actifs, et son efficacité est 
aujourd hui affirmée par tn grand nombre d’expériences qui ont 
été faites soit par des physiologistes sur des animaux, soit par 
des médecins sur ’homme. 

Au mois de juillet 1896, une commission s’est réunie dans 
les laboratoires du Royal Collegeof Physicians (L.) and Surgeons (E.), 
a Londres, en vue de vérifier expérimentalement, en ma présence, 
les faits que j’avais annoncés, et dans le but de proposer l’adop- 
tion d’une méthode qui permit de calculer d’une maniére uni- 
forme et précise la valeur antitoxique des sérums antivenimeux. 

La présente note a pour objet de faire connaitre aux lecteurs 
de ces Annales les conclusions de cette commission, les expé— 
riences sur l'homme qui ont été faites dans ces derniers temps, 
et les résultats de quelques recherches récentes que j'ai pu 
effectuer sur ce méme sujet. . 


4. Ces Annales, 1892, 1894, 1895, 1896. 
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EXPERIENCES FAITES SUR LES ANIMAUX DEVANT LA COMMISSION ANGLAISE 
A LONDRES 


A. — Expériences de vaccination avant Vinjection du venin. 


Le 29 juillet 1896, 49 heures du matin, dans le laboratoire 
du D" Woodhead, & « Examination Hall », j’ai injecté préventi- 
vement a six lapins, pesant de1,450 41,770 grammes, 3c. c. de 
sérum antivenimeux dans la veine marginale de l’oreille. 

A 2 heures de l’aprés-midi, devant la commission, ces six 
lapins ont regu, enméme temps que deux lapins témoins pesant 
respectivement 1,340 et 1,275 grammes, une dose de venin cal- 
culée pour tuer stirement en vingl minutes, par voie intraveineuse. 

Les deux lapins témoins ont succombé, l’un en 16 minutes, 
Yautre en 17 minutes. Les six lapins vaccinés ont résisté et n’ont 
pas éprouvé le moindre malaise apparent. 

B. — Expériences de guérison apres Vinjection du venin. 

Huit lapins dune seconde série ont recu simultanément, par 
voie sous-cutanée, la méme dose de venin calculée pour tuer 
strement en deux heures. 

A deux de ces lapins, n° 4 et 2, on injecte, wne demi-heure 
aprés le venin, 3c. c. de sérum dans la veine marginale de 
Yoreille. 

A deux autres, n° 3 et 4, on injecte, wne hewre apres le venin, 
3c. c. de sérum. 

Deux autres, n°’ 5 et 6, devaient étre traités wne heure et denie 
apres l’inoculation du venin. Au moment ot on allaitles injecter, 
Yun d’eux expire avant d’avoir recu du sérum. L’autre, quoique 
treés malade, est traité sous toutes réserves par l’injection intra- 
veineuse de 5 c. c. de sérum. II ne tarde pas a se rétablir com- 
pletement. 

Les deux derniers lapins, n® 7 et 8, non traités, devaient 
servir de témoins : ils succombent, l’un en 4 h. 40, l’autre en 
Ah. 45. 

Ces expériences ont montré a la commission, de la fagon la 
plus évidente, que l’immunité contre le venin au moyen du sérum 
antivenimeux pouyait étre conférée aux animaux tres rapide- 
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ment et tres stirement. Elles ont affirmé lefficacité du sérum. 

J’ai montré ensuite qu'il était possible d’immuniser instan- 
tanément les animaux en leur injectant le sérum dans les veines, 
et que la rapidité d’action du sérum sur les cellules de lorga- 
nisme était beaucoup plus grande que celle du venin sur ces 
mémes cellules. . 

Pour faire cette démonstration, j’ai injecté a un lapin, par 
voie intraveineuse, 3 c. c. de sérum antivenimeux. Quinze mi- 
nutes apres, ce lapin a recu dans la veine de l’oreille, du cété 
opposé a celle qui avait recu le sérum, une dose de venin 
mortelle en 20 minutes pour le témoin. Ce lapin n’a pas été 
malade. 

Un deuxiéme lapin a recu, toujours par voie intraveineuse, 
d’abord la dose de venin mortelle en vingt minutes; puis, deux 
minutes apres celle-ci, je lui ai injecté 3 c. c. de sérum antiveni- 
meux dans la veine de l’autre oreille. Il est également resté trés 
bien portant. 

Donc, le sérum antivenimeux insensibilise les cellules a 
V’égard du venin aussitét quil entre en contact avec celles-ci, et, 
méme lorsque le venin est déja dans la circulation, le sérum est 
encore capable d’empécher la mort. 

Tous les animaux vaccinés ou traités par le sérum sont 
restés en bonne santé au laboratoire du D™ Woodhead. 

Le venin utilisé pour ces expériences était un mélange a 
parties égales de venin de cobra capel et de venin de bungarus 
ceruleus, envoyés de Inde par M. Hankin. 

Sur la proposition du professeur Pye-Smith, président, du 
professeur Ray-Lankester et du D' Woodhead, tous les membres 
de la commission et les savants qui assistaient & cette séance 
en ont approuvé le proceés-verbal en y ajoutant ceci : 

« Les résultats obtenus dans toutes ces expériences sont 
tout 4 fait impressionnants et prouvent avec évidence que le 
traitement des morsures venimeuses par le sérum, toutes les 
fois qu’on pourra employer dans un délai suffisamment court 
aprés la morsure, doit considérablement diminuer le pourcen- 
tage de la mortalité qui frappe actuellement les mordus. Nous 
recommandons avec insistance la généralisation de Vemploi de 
cette méthode, a la fois chez les hommes et chez les animaux ' ». 


4. Les membres présents du « Royal College » étaient les professeurs Michael 
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OBSERVATIONS 


Depuis qu’il nous a été possible d’approvisionner de sérum 
antivenimeux les pays ot les reptiles sont particuligrement 
redoutés, nous avons prié les personnes qui en ont fait usage 
de vouloir bien nous adresser le résultat de leurs essais. Un 
assez grand nombre d’observations nous sont déja parvenues, et 
toutes nous accusent des résultats excellents. Il n’en est malheu- 
reusement que quelques-unes qui aient la valeur de véritables 
expériences, parce qu'on a pu savoir exactement a quelle espace 
de serpent on avait affaire. Pour la plupart, le serpent n’avait 
pas été tué et avait disparu. Nous nous trouvons ici en face de 
la méme objection que l’on a longtemps faite aux vaccinations 
contre la rage : dans beaucoup de cas, le chien mordeur est un 
chien errant qu’on n’a pas pu observer; on n’est donc pas sar 
qwil soil bien réellement enragé. On n'est pas stir non plus 
que toutes les personnes mordues par des reptiles "et traitées par 
le sérum aient été bien réellement en danger de mort. 

Nous pourrions objecter, que les serpents non venimeux ne 
mordent jamais ou presque jamais, et fuient ’homme sans se 
défendre. Nous préférons cependant, pour rester sur le terrain 
le plus rigoureusement scientifique, ne tenir aucun compte des 
observations dans lesquelles la nature du serpent mordeur n’a 
pas été exactement déterminée. Voici les plus intéressantes : 


OxpsErvaTIoN I, — Morsure de naja tripudians (Indo-chine). Dr Lépinay. 


Le 16 janvier 1896, un lot de majas tripudians destinés a l'Institut Pasteur 
de Lille arrive au laboratoire bactériologique de Saigon. Un garcon du 
laboratoire, Van Tanh, qui avait un peu l’habitude de manier ces reptiles, 
ouvre imprudemment|'une des caisses, et est mordu trés gravement a l’index 
de la main droite, a la premiére et ala deuxiéme phalange. Les crochets du 
naja se sont implantés vigoureusement dans les chairs. 

Presque aussitot, insensibilité complete et engourdissement de la main 


Foster, Ray-Lankester, Pye-Smith, Lauder Brunton, Kanthack, P. Carmody, 
Liveing, Rose Bradford, Washbourn, A. Stradling, F.-W. Mott, Buckmaster, 
Slater, Starling, Durham, Macfadyean et les membres du comité des laboratoires 
de « Examination Hall »; 
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et de l’avant-bras droit. La main et le poignet sedématient. Des contrac- 
tures du bras commencent a se manifester. 

Une heure aprés l’accident, on pratique une injection de 412 ¢. c. 
de sérum antivenimeux, sous la peau du ventre. 

Dans la soirée, le blessé accuse toujours de l’insensibilité de la main et 
des douleurs assez vives dans le bras et le creux de l’aisselle. Il a quelques 
nausées. Pendant la nuit, les douleurs se calment. 

Le lendemain, l'état général est bon. Tous les symptémes d’intoxication 
ont disparu. Le gonflement a beaucoup diminué; la sensibilité est revenue ; 
il reste seulement un peu de raideur dans l’articulation du poignet. 

Les deux jours suivants, la convalescence s’établit sans incident et le 
blessé reprend son service. 

Une femme indigéne, mordue au marché de Bac-Lien par un naja 
faisant partie du méme lot, mourut deux heures aprés, sans avoir pu recevoir 
aucun secours, 


Oss. II. — Bungarus ceruleus. — (Surgon-Capt. Jay Gould, Nogwong, Inde.) 


Le 12 juin (896, comme je me rendais au mess, M. Hodgkinson, du 
5e régiment de cavalerie du Bengale, vint au galop vers moi pour m’informer 
qu’un de ses hommes avait été mordu au pied par un serpent. Fort heureu- 
sement, M. Hodgkinson était sur les lieux et avait eu Vidée de placer une 
ligature sur la jambe, juste au-dessus du genou. 

Dix minutes aprés, j’arrivai et j’injectai aussitot 20 c.c. de sérum antive- 
nimeux de Calmette sous la peau du ventre, puis j’injectai dans la plaie 
quelques centimétres cubes d’une solution d’hypochlorite de chaux a 4 p. 60. 

Le blessé avait été mordu sur la face dorsale du pied gauche, entre le 
second et le troisiéme orteil. L’empreinte des crochets était parfaitement 
visible et il s’échappait un peu de sang des plaies. 

Aussitot Vinjection faite, j’enlevai la ligature. Deux heures aprés, il y 
avait de l’hypothermie, le pouls était plein et lent. Au bout de douze heures, 
le patient était parfaitement guéri et pouvait marcher. 

Le serpent mordeur était un Bungarus ceruleus de grande taille, mesu- 
rant 28 pouces. Il a été assommé par les hommes qui se trouvaient a coté du 
blessé et on me l’a apporté mort. 


Oss. III. — Bothrops lanceolatus. (D' Gries, Fort-de-France, Martinique.) 


Le 24 juin 1896, un jeune noir, venant d’étre mordu au pied par un 
Bothrops lanceolatus de grande taille, est amené a l’hdpital de» Fort-de- 
France. Le membre est tout jenflé et engourdi. 

Environ deux heures aprés l’accident, je pratique une injection de 10 c.c. 
de serum au ventre, etj’injecte dans la morsure et autour de celle-ci quel- 
ques centimétres cubes d’hypochlorite de chaux. 

Le malade ne reste pas a |’hdpital. On l’emmeéne dans sa famille qui le 
livre aux panseurs indigénes. 


Je Je revois dix jours aprés : il était trés bien guéri. Son entourage m’a 
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dit avoir remarqué que la guérison était survenue beaucoup plus rapide- 
ment qu’on ne pouvait l’espérer avec une morsure aussi grave, et sans les 
accidents consécutifs habituels. 


Oss. IV. — Naja noir de Guinée (Dr Maclaud, Konakry, Guinée). 


Le 12 juin 1896, on apporte a Vhdpital de Konakry, 47h. et demie du 
soir, le tirailleur Demba, qui venait d’étre mordu par un serpent. Cet homme, 
employé @ la boulangerie, emmagasinait du bois a briler, lorsqu’il res- 
sentit une douleur extrémement vive au pied gauche; en méme temps, & la 
lueur de son falot, il vit s’enfuir un serpent d’assez grande taille qu’il put 
tuer, et qui était un serpent cracheur (naja noir). 

Demba estun homme remarquablement vigoureux et plein d’énergie. 
Bien qu'il se soit a peine écoulé une demi-heure depuis l’accident, et que le 
membre ait été serré avec une ligature solide, des symptémes alarmants 
se manifestent, et état général s aggrave rapidement. Le blessé, qui pendant 
le trajet avait conservé sa connaissance et son sang-froid, tombe peu a peu 
dans unétat voisin de la stupeur, d’ou mes questions réussissent avec peine 
a l’arracher. 

Le corps tout entier est baigné d’une sueur froide. La température est 
au-dessous de la normale, autant que j’en puis juger 4 la main. 

Le pouls petit, filiforme, est 4 140; il ya de Virrégularité du cceur. 
Respiration embarrassée; vomissements alimentaires et bilieux. 

Par intervalles, le sujet est réveillé par des spasmes et des douleurs 
atroces dans le membre blessé, qui est le siége d’un cedéme considérable au- 
dessus comme au-dessous de la ligature; tendance a l’asphyxie. 

Au niveau de la malléole externe gauche, on apercoit, séparées de 
2 cent. 1/2 environ, deux plaies d’inoculation. Leur écartement semble 
indiquer que Je reptile a mordu a deux reprises. Le fait est d’ailleurs con- 
firmé le lendemain par les dires du blessé. 

A défaut d’hypochlorite de chaux, je lave les plaies avec du permanga- 
nate de potasse au centiéme, puis j’injecte une dose de sérum antivenimeux 
dans le tissu cellulaire sous-cutané du flanc gauche. 

En raison de l’intensité des accidents, de la multiplicité des morsures 
sur la peau nue et dela taille du serpent, je fais deux autres injections de 
sérum, une de 3 ¢. ¢., puis une de 2¢.c. 

Pendant toute la nuit, le malade reste assoupi. Le lendemain matin, les 
accidents généraux avaient complétement disparu. Le soir, 24 heures aprés 
Vaccident, il ne reste plus que de l’empatement. 

Deux jours plus tard, Demba reprenait son service. 


Oss. V. — Bungarus ceruleus (Surgeon-major Rennie, A. M. S. Meerut, 
Inde) !. 


Le 21 septembre 1896, a 6 h. 30 du soir, un jeune Indou, 4gé de 11 ans, 
rapportait de l’eau d’une fontaine et, en se retournant, marcha sur un 


4. British med. Journal, 24 mars 1896. 
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serpent qui le mordit au pied droit. Le pied était absolument nu. Deux 
hommes qui étaient avec lui virent le serpent et le reconnurent pour un 
krait (Bungarus cxruleus), le plus terrible des reptiles indiens. Ils ne purent 
malheureusement pas le tuer et il disparut dans I’herbe. 

Trois minutes a peine s’étaient écoulées lorsque je vis le blessé, dont les 
compagnons ayaient pris soin de ligaturer la Jambe avec un morceau 
d’étoffe. L’empreinte des deux crochets du reptile ainsi que celle des petites 
dents de sa machoire étaient parfaitement nettes sur la face interne du pied 
droit. 

Comme c’élait l’heure de notre réunion au club, cing médecins me rejoi- 
gnirent en un instant. J’injectai tout de suite 8 c.c. de sérum antivenimeux 
de Calmette dans le tissu cellulaire abdominal. En méme temps, le Surgeon- 
major Birt lava les plaies avec une solution de permanganate de potasse, et 
injecta une petite quantité de la solution dans le trajet; aprés quoi celles-ci 
furent pansées soigneusement. 

L’enfant fut mis en observation et surveillé étroitement pendant la 
soirée, mais il n’éprouva aucun symptome alarmant: il court aujourd'hui 


comme s'il n’avait jamais rien eu. 


Mes propres observations ne me laissent aucun doute sur ce fait que le 
serpent mordeur était bien un bungarus ceruleus, car les morsures de ce 
serpent sont tout a fait caractéristiques; ces caractéres ont été reconnus 
aussi par les cing médecins qui ont vu le blessé avec moi et qui ont tous 
une expérience de plusieurs années de ce pays. Il n’y a pour moi aucun 
doute que les morsures de ce serpent, produites dans les mémes conditions 
que pour le cas ci-dessus décrit, sont nécessairement mortelles. 


Oss. VI. — Naja haje (Professeurs H. P. Keatinge et A. Ruffer, Le Caire)!. 


La nommée Hamida, agée de 13 ans, étant occupée a cueillir du coton, . 
le 7 octobre 1896, & Ghizeh, prés du Caire, dans une localité qui a la répu- 
tation d’étre infectée de cobras égyptiens (naja haje), fut mordu a l’avant- 
bras gauche par un gros reptile de couleur jaunatre, qui mesurait 3 pieds 
de long. Elle appela au secours. Son frére et d’autres personnes qui travail- 
laient avec elle accoururent. Elle fut amenée par la police a I’hdpital a 
sept heures du soir, dans un état de collapsus complet. Elle était presque 
froide, les yeux convulsés, le pouls insensible. L’avant-bras avait été pansé 
avec un linge malpropre, et le bras tout entier était recouvert d'une épaisse 
couche de boue du Nil (reméde favori des indigénes). A 6 centimétres 
environ au-dessus du poignet, on voyait nettement deux trous pénétrant 
profondément dans Il’épaisseur des tissus, et qui correspondaient évidem- 
ment aux crochets. du reptile. 

A 7h.30, le Dr Keatingeet le Dr Ruffer examinent la malade dont la situa- 
tion semble absolument désespérée. L’insensibilité est complete : iln’y a 
‘plus de réflexes, et les pupilles, modérément dilatées, ne réagissent presque 
plus & ‘impression lumineuse. 


1. British med. Journal, 2 janvier 1897. 
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Le D* Ruffer injecte, avec les précautions antiseptiques habituelles, 
20 c. c. de sérum antivenimeux de Calmette sous la peau du ventre. 
Lenfant pousse un gémissement pendant l’injection, mais n’accuse ensuite 
aucune douleur. On ne peut lui faire absorber ni nourriture ni alcool. 

A 41 heures du soir, l’état s’améliore manifestement, bien qu’il soit 
encore précaire. Le pouls est 4 140. La chaleur revient, et la malade répond 
aux questions qu’on lui pose. On lui injecte de nouveau 10c.c. de sérum 
antivenimeux dans le flanc. Elle s’endort pendant le resle de la nuit et 
urine quatre fois dans son lit. 

Le 8 octobre, & 8 heures du matin, elle parait hors de danger. Elle 
absorbe un ceuf battu dans du lait avec un peu d’alcool. 

Pendant toute la journée, elle reste assoupie. Le 9 et le 10, l’élat conti- 
nue as’améliorer et la torpeur disparait peu a peu. Les plaies produites par 
la morsure sont tendues et doulourcuses. Il se forme manifestement du pus 
dans leur profondeur. Le Dr Kayyat, assistant, fait une incision. I] s’était 
formé un phlegmon, probablement par suite de la pénétration de particules 
de boue du Nil dans les tissus, 

La convalescence s’élablit. L’enfant sort guérie le 26 octobre. 

Les suites de l’injection de sérum ont été nulles : il ne s’est produit ni 
éruption ni douleur articulaires. 

Le Dr Jornes, conservateur du musée zoologique du Caire, qui collec- 
tionne depuis longtemps tous les reptiles égyptiens, estime que, bien que le 
serpent mordeur n’ait pas été apporté, la morsure dont cette enfant a été 
victime est bien produite par un naja haje. Cette espéce de serpents est trés 
commune a Ghizeh, et, 4 en juger par la gravité des symptOmes que nous 
avons observés, Ja mort serait certainement survenue sila petite Hamida 
n’ayait pu recevoir des secours. Encore ceux-ci ont-ils été trés tardifs, car, 
d’aprés les renseignement recueillis, l’accident a dd survenir au moins trois 
ou quatre heures avant l’entrée a lhopital. » 


Oss. VII. — Bothrops lanceolatus (D* Gries, 4 Fort-de-France, Martinique). 


Le 25 nov. 1896, au fort Desaix, vers 7 heures du matin, le fusilier 
disciplinaire G., Agé de 23 ans, fut mordu par un serpent daus les circon- 
stances suivantes : 

Un de ses camarades venait de capturer le reptile, et le maintenaitla téte 
sur le sol au moyen d’une fourche en bois appliquée sur le cou. G... lui passa 
un neeud coulant autour du cou, mais son camarade ayant reliré trop tot la 
fourche, le serpent eut le temps de s’élancer et de mordre G... au pouce 
gauche. Accroupi au moment de la morsure, il se releva vivement, entrai- 
nant avec lui le serpent qui resta quelques instants suspendu au doigt par 
ses crochets, et ne lacha prise qu’aprés avoir regu de sa victime un coup de 
poing sur la téte. 

G... courut aussitot chez un de ses officiers, le lieutenant L..., o i! prit un 
canif et se fit une incision, peu profonde d’ailleurs, au niveau de l’une des 
piqdres qui laissait sourdre un peu de sang, puis il pratiqua la succion de la 
plaie a trois ou quatre reprises. Il allait sampuler Je doigt lorsque surviut 
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lofficier quil’en empécha, lui appliqua une ligature serrée 4 la racine du 
pouce, et le dirigea sur l’hépital, ov il arriva a pied et tout essouffle, dix a 
douze minutes aprés l’accident. 

Le Dr Hazard, sans perdre de temps, le couche sur une table et examine 
rapidement la région lésée. Les piqtres siégent 4 la face dorsale du pouce 
gauche, l'une, & peu prés au niveau de l’articulation interphalangienne ; 
l'autre 413 ou 14 millimétres plus bas, prés du bord de la matrice de l’ongle. 
Leur trajet a une direction de haut en bas et de dehors en dedans. 

Le Dr Hazard] procéde immédiatement 4 linjection, sous la peau du 
flanc gauche, de 10 c.c. de sérum antivenimeux (expédié de Lille le 
{4 septembre et recu le 6 octobre 1896), puis lave le pouce avec la solution 
d’hypochlorite de chaux au 1/60, et injecte dans le trajet et autour des 
morsures 5 c. c. de la méme solution; puis le lien stricteur est enlevé. 

A mon arrivée & l’hopital, quelques instants aprés, jugeant le cas 
grave, je fis faire une nouvelle injection de sérum (10 c. c. ) dans le flane 
droit. 

Le blessé dit avoir éprouvé, immédiatement aprés la morsure, une 
insensibilité compléte du membre, remontant jusqu’é mi-hauteur du bras ; 
le membre, ajoute-t-il, était lourd et comme endormi; lincision qwil a 
pratiquée sur l’une des morsures et les injections d’hypochloriten ont provo- 
qué aucune douleur; celles qui ont été pratiquées a la racine du doigt lui 
ont donné la sensation de simple contact. 

G... est alors couché dans la salle commune, on lui donne du café, une 
tasse toutes les heures. Vers 9 heures du matin, il accuse d’assez vifs élan- 
cements. dans le membre. A 44 heures du matin, le membre est encore 
engourdi, mais la sensibilité revient peu 4 peu. Sudation abondante. 

Le 26 nov., le membre a recouvré toute sa sensibilité. Aucun phé- 
noméne inflammatoire; pas d’adénopathie axillaire. On renouvelle le panse- 
ment. 

Le 29 nov., le blessé se trouve tout a fait bien. 

L’état général et état local restent aussi satisfaisants que possible; 
aucune complication. L’injection de sérum n’a pas laissé de traces loca- 
lement. 

Le blessé sort sur sa demande le 5 décembre. 

Le serpent, apporté mort a l’hdpital une heure aprés sa capture, est un 
gros trigonocéphale (Bothrops lanceolatus) de 1™,47 de longueur; le dos est 
gris noiratre, la face ventrale jaune, la distance des deux crochets est de 
0m,015 environ. Les glandes 4 venin sont volumineuses, ce qui laisse suppo- 
ser qu’elles contiennent encore une grande quantité de venin; mais, a la 
coupe, on constate que leurs parois sont trés épaisses, rougedtres, et que 
leur contenu se réduit pour les deux glandes a une quantité trés minime 
de venin, dont le poids est de 0st,251; il est donc légitime de penser que le 


4. Normalement les deux glandes d’un bothrops de taille moyenne contien- 
nent de 4s",50 4 2 grammes de venin liquide. J’en ai méme recu a Lille un ma- 
gnifique spécimen dont les deux glandes, exprimées aprés ablation, renfermaient 
3° 220 milligrammes de venin liquide, qui m’ont fourni un résidu ses 
pesant 1", 015! nes 
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Serpent avait inoculé une grande partie de son venin sous la peau de sa 
victime. 


On voit par ces quelques exemples que, méme dans les cas 
ou intervention a été tardive, le traitement a toujours été tres 
efficace. Les symptomes de l’envenimation ont cédé trés vile, 
et ’emploi du sérum, méme a haute dose, n’a jamais produit le 
moindre accident. 

Ces observations montrent aussi que le sérum s’est montré 
parfaitement efficace contre des venins d’origines tres diffé- 
rentes : bungarus ceruleus, de Inde; naja tripudians, de \'Indo- 
Chine; naja haje, ’Egypte; naja noir, de la céte occidentale 
d’ Afrique; bothrops lanceolatus, de l'Amérique centrale. 

On peut donc en conclure qu’il y a urgence Aa diffuser l’em- 
ploi de ce nouveau mode de traitement dans tous les pays ou les 
serpents venimeux sont redoutables, particuliérement dans 
l’Inde anglaise ou, d’aprés les statistiques officielles des services 
sanitaires, plus de 22,000 personnes et environ 60,000 tétes de bétail 
succombent chaque année aux suites de morsures de reptiles. 

Kn Europe méme, surtout en Italie, en Autriche et dans cer- 
tains départements du centre et du midi de la France, ot les 
vipéres sont communes et aménent tous les ans quelques cas 
de mort, l’usage du sérum antivenimeux pourrait épargner bien 
des vies humaines. 


Ill 


TRAITEMENT DES MORSURES ET PIQURES VENIMEUSES 


Nous avons vu plus haut que, dans certains pays, les ser- 
pents venimeux font un grand nombre de victimes parmi les 
animaux domestiques : chevaux, beeufs, moutons et chiens. Ces 
derniers surtout sont particulitrement éprouyés lorsqu’ils 
chassent dans les hautes herbes ou les broussailles. Presque 
toujours ils sont mordus aux narines ou aux lévres et, dans 
la plupart des cas, ils succombent a ces morsures. Les chas- 
seurs et les bergers gagneraient donc a se servir du sérum 
antivenimeux. 

J’en apporte une preuve en relatant lobservation suivante 
que je dois 4 M. le D" Maclaud, de la Guinée francaise. 
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I) y a quelques jours (juillet 1893), un des chiens courants du Go uver- 
neur de Konakry fut mordu 4 J’oreille par un naja noir (serpent cracheur). 
Pareil accident était arrivé l’année derniére, et l’animal était mort le cin- 
quiéme jour. Dans le cas présent, des phénomenes graves s’étaient déja 
manifestés : abattement, convulsions, gonflement extréme de toute la téte 
et de la partie antérieure du tronc. 

Je lui injectai une dose de sérum en trois points différents : flanc, cou, 
et tissu cellulaire de l’oreille blessée. 

L’amélioration fut presque immédiate. Le lendemain, l’animal retrouva 
lVappétit, et, deux jours plus tard, était complétement guéri. 


J’ai publié dans ces Annales (avril 1895) les expériences qui 
m’avaient conduit a proposer l’emploi du sérum antivenimeux 
pour le traitement des piqtres venimeuses produites par les 
scorpions. 

De nombreux essais sur les animaux ont montré, depuis cette 
époque, a divers observateurs, que ma proposition était justi- 
fiée. Il est bien certain, toutefois, que les venins des arachnides 
ne sont pas identiques aux venins de serpents, car les symplomes 
quils produisent ne sont pas tout a fait les mémes, et ils pré- 
sentenlt une réaction acide, alors que le venin de serpents est 
neutre ou légerement alcalin. 

L’envenimation par le venin des scorpions occasionne en 
premier lieu une vive douleur; puis un cedéme considérable 
survient, qui s’accompagne bientol d’insensibilité. Enfin appa- 
raissent des phénomenes de paralysie bulbo-médullaire. Chez les 
souris, avant gue la paralysie se manifeste, on observe une 
période de convulsions épileptoides. 

Le mélange de venin de scorpions avec le sérum antiveni- 
meux est absolument inoffensif pour la souris. On peut méme 
vacciner ces petits animaux en leur injectant préventivement 
quelques dixiémes de c. c. de sérum antivenimeux. 

Il y a donc lieu de recommander lVemploi de ce sérum chez 
Yhomme dans les cas graves de piqdre par des scorpions. On 
doit y recourir d’autant plus volontiers que son usage n’expose 
& aucun inconvénient, 
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IV 
MESURE DU POUVOIR ANTITOXIQUE DU SERUM ANTIVENIMEUX 


J’ai exposé dans mes précédents mémoires la marche A sui- 
vre pour immuniser les animaux contre le venin, et j’ai montré 
qu'on pouyait obtenir, avec le cheval, des quantités considé- 
rables de sérum antivenimeux tres actif. Je ne reviendrai pas sur 
ces faits aujourd’hui établis. 

Je veux insister seulement sur la nécessité de mesurer avec 
précision le degré d’activité des sérums dont les médecins sont 
appelés a faire usage, et dont les gouvernements peuvent autori- 
ser l'emploi. 

Kn ce qui concerne les sérums antidiphtérique et antitétanique, 
rentente est & peu prés faite entre Jes divers laboratoires pour 
Padoption d’unités conventionnelles. Presque partout on calcule 
Pactivité d’un sérum soit d’aprés la méthode de Behring, soit 
d’apres celle de Roux. On sait que la premiére consiste & mesu- 
rer la quantité de sérum nécessaire pour détruire én vitro la toxi- 
cilé d’une dose dix fois mortelle de toxine; tandis que la seconde 
repose sur la détermination de la quantité de sérum nécessaire 
pour immuniser un gramme d’animal vivant contre une dose 
sirement mortelle de poison. 

Avec le sérum antivenimeux, aucune de ces méthodes n’est 
applicable, et voici pourquoi : 

1° La sensibilité des divers animaux al’égard d’unméme venin 
est trés variable; 

2° La toxicilé du venin change avec l’espece du serpent qui 
Ya fourni et, pour un méme serpent, avec le moment ot il a été 
récolté ; 

3° La quantité de sérum antivenimeux a injecter aux animaux 
pour les immuniser est en raison inverse de leur résistance. 
C’est ainsi qu’il faut environ dowze fois plus de sérum pour immu- 
niser un cobaye de 500 grammes contre une dose minima mor- 
telle de venin, que pour immuniser un lapin de 2 kilogrammes. 

Je suppose qu’un expérimentateur, pourvu d’un sérum anti- 
venimeux d’une activité tres grande, préventif au 200,000° par 
exemple, pour le lapin (c’est-a-dire dont 9 c. c. 1 suffit 4 pré- 
server 2 kilogrammes de lapin), en injecte 10 c. c. a une poule, 

15 
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etveuille ensuite inoculeracette méme poule toute la quantité de 
venin qu’un cobra ou un bothrops peut cracher dans une morsure. 

Il arriverait presque stirement que cette poule succomberait, 
parce que la poule est un animal extrémement sensible au venin, 
et que, pour l'immuniser contre des doses aussi formidables de 
poison, il faut lui inoculer des quantités de sérum environ dix 
fois supérieures a celles qui seraient capables d’immuniser un 
cheval. . 

Pour mesurer avec une précision suffisante le pouvoir anti- 
toxique des sérums antivenimeux, il faut donc tenir compte, non 
seulement du mode d’action des venins, qui est trés différent de 
celui des toxines microbiennes, mais encore de la sensibilité res- 
pective des animaux en méme temps que de leur poids. 

Au mois de juillet 1896, la commission du « Royal College of 
Physicians (L.) and Surgeons (E.) » a donnésonapprobation ala 
méthode de contréle que j’ai proposée. Cette méthode consiste : 

1° A déterminer, pour un venin quelconque pesé a l'état sec 
et redissous dans l’eau stérile, la dose sirement mortelle en 
15-20 minutes pour le lapin, par injection dans la veine marginale de 
Voreille. Cette dose est naturellement tres variable suivant l’ori- 
gine du venin. Elle oscille entre 0™", 5 (Bungarus coeruleus) 
et 6 milligrammes (vipére péliade de France) ' ; 

2° A injecter préventivement & une série de trois lapins, a, 
b, ¢, toujours par voie intraveineuse, des quantités croissantes de 
sérum antivenimeux, 1/2, 1, 2, 3c. c. par exemple. 

Le sérum devant conférer instantanément l’immunité a ces 
animaux, comme nous l’avons dit dans un précédent chapitre, on 
peut leur inoculer, un quart d’heure aprés, dans Ja veine margi- 
nale de l’autre oreille, la dose de venin calculée pour tuer en 
15-20 minutes les lapins témoins. 

Si lc. c., de sérum suffit 4 préserver un lapin de 2 kilo- 
grammes contre l’wnilé toxique de venin, nous dirons que le 


1. Ces chiffres n’ont rien d’absolu : ils peuvent différer dans le rapport de 1 a 
4 suivant lage du serpent et suivant le moment de la récolte. Ils doivent done 
étre déterminés de nouveau pour chaque échantillon de venin; aussi trouvons- 
nous avantage a employer, pour cette épreuve, des évhantillons de plusieurs 
venins d’origines diverses mélangés ensemble. 

Nous préférons pratiquer l’inoculation du venin par voie intraveineuse, parce 
que, dams ces conditions, le venin tue toujours dans le méme temps, et Pon n’a 
pas a tenir compte des différences dans Ja rapidité d’absorption ou dans I’iné- 
gale résistance des animaux, comme il arrive pour les injections sous-cutanées. 
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sérum expérimenté renferme 2.000 unités antivenimeuses par 
c. c., soit 20,000 par dose de 10 ¢. c. 

Par celte méthode qui, grace & sa simplicité, peut étre em- 
ployée par tous les physiologistes, méme éloignés d’un labora- 
toire, il est trés facile d’éprouver en moins d’une heure la valeur 
exacle de plusieurs échantillons de sérum. 

Si on le préfere, on peut injecter le sérum apres le venin, au 
lieu de Vinjecter préventivement. Le résuitat et les calculs sont les 
mémes, 4 condition que le sérum soit injecté par voie intravei- 
neuse 10 minutes, au plus, apres Vinjection intraveineuse de la 
dose de venin mortelle en 15 & 20 minutes. 

A l'Institut Pasteur de Lille, nous ne livrons et n’acceptons, 
comme propres a l’usage thérapeutique, que les sérums dont la 
valeur antitoxique est d’au moins 1,000 unités par oc. c., soit 
10,000 par dose de 10 c. c. Pour les pays chauds nous nelivrons 
plus actuellement que des sérums dont l’activité dépasse 
40,000 unités antivenimeuses par dose de 10 cent. cubes, et nous 
espérons que cette activité pourra encore étre augmentée dans 
de notables proportions. | 

Apres l’épreuve de chaque saignée, le sérum est réparti 
aseptiquement dans des flacons plombés portant le timbre de l’Ins- 
titut, avec la date de fabrication. Grace aux précaulions prises 
il se conserve indéfiniment, sans addition d’acide phénique’. 

On peut doncl'injecter aux personnes mordues par des reptiles 
ouaux animaux, méme par voie intraveineuse pour produire ins- 
tantanément l’immunité, sans avoir 4 redouter le moindre acci- 
dent, car il n’est nullement toxique. 


Vv 


DUREE DE L'IMMUNITE PRODUITE PAR LES VENINS ET PAR LES SERUMS. 
— TRANSMISSION HEREDITAIRE DE CETTE IMMUNITE. 


J’ai conservé dans mon laboratoire plusieurs séries de lapins 
et de cobayes vaccinés contre le venin, en vue de rechercher la 


4. M. Hankin, d’Agra (Inde Anglaise), a bien voulu nous retourner, pour nous 
permettre de vérifier leur état de conservation, des doses de sérum que nous lui 
avions envoyées depuis un an. Ces doses, qui avaient séjourné pendant toute une 
saison chaudeaux Indes, et qui avaient circulé deux fois sans précautions spéciales 
dansles malles-poste des paquebots, étaient absolument intactes, et leur pouvoir 
antitoxique a été trouvé exactement le méme qu’au moment de leur ex pédition. 
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durée de 'immunité produite chez eux par l’accoutumance a des 
doses plus ou moins fortes de poison. ‘ 

J’ai constaté ainsi quel’état réfractaire se maintient d’aulant 
plus longtemps que l’animal est vacciné contre une plus forte 
dose de venin. 

Un lapin qui supportait 60 milligrammes de venin de cobra 
en une seule injection (dose capable de donner la mort a 120 la- 
pins non vaccinés) est resté depuis 8 mois sans recevoir de venin. 
Il est encore insensible & l’injection intraveincuse d'une quantilé 
de venin capable de tuer trois Japins en 20 minutes. 

La durée de l'immunité est d’autant plus longue que l’animal 
est vacciné contre une plus forte quantité de venin. Ainsi les 
cobayes qui supportent seulement la dose minima mortelle 
perdent cette immunitéen moins d’un mois. Les lapins la gardent 
plus longtemps, mais, dans mes expériences, elle n’a pas dépassé 
deux mois. 

L’'immunité conférée par Je sérum est tres fugace. Elle dure 
seulement de 2 a 4 jours, suivant la quantité de sérum qu’ont 
recue les animaux. Une dose de 20 c. c. d’un sérum représen- 
tant 20,000 unilés antivenimeuses ne préserve un lapin que pen- 
dant sept jours contre Vinjection intraveineuse de la quantilé de 
venin capable de tuer les lapins neufs en 15 ou 20 minutes. 

En répétant les injections de sérum a des lapins tous les 
jours pendant deux semaines, on peut les rendre réfraclaires 
pendant un temps plus long. Ils ne perdent alors ’immunité 
qu’au bout de 20 a 25 jours. 

On ne parvient done jamais, quelle que soit la quantité de 
sérum injectée prévenlivement aux animaux, aleur donner une 
résistance comparable, pour la durée, & celle produite par l’ac- 
coulumance a des doses progressivement croissantes de venin. 
L'immunité que confére le sérum est extrémement énergique et 
rapide, mais elle disparait en un tres court espace de temps. 

J’ai constaté que les petits de femelles fortement immunisées 
contre le venin restaient réfractaires jusqu’a l’Age de deux mois 
environ, a des doses capables de tuer des cobayes adultes. 

Voici, 4 cet égard, quelques expériences : 


Deux cobayes femelles vaccinées, qui supportent en une seule injection une 
dose 80 fois mortelle de venin de cobra, sont couvertes par un male non 
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vacciné. Pendant la gestation, ces femelles ne recoivent aucune inoculation de 
venin. Elles mettent bas le 14 mai et le 29 mai 1896. 

Les petits, au nombre de cinq, allaités par leurs méres qui ne recoivent 
pas de venin, ne subissent eux-mémes aucune injection depuis leur naissance. 

A lage de deux semaines, l’un d’entre eux est éprouvé par une dose de 
venin mortelle pour les cobayes adultes de 500 grammes environ. II résiste, 

Les quatre autres sont éprouvés successivement de deux en deux semaines, 
Le dernier survivant, inoculé deux mois aprés sa naissance, succombe seul. 
Tous les autres ont résisté. 

Une troisiéme femelle, non vaccinee, est couverte par un male vacciné de 
Ja méme série que les deux femelles précédentes. Elle met bas deux pelits 
le 6 septembre 1896. 

L’un de ces petits est éprouvé a l’age de deux semaines avec la dose 
minima de venin mortelle en douze heures pour les adultes. I] succombe en 
45 minutes. L’autre est éprouvé a l’dge de six semaines. Il succombe égale- 
ment. 


Donec, l’immunité conférée a leur progéniture par les cobayes 
femelles hypervaccinées contre le venin, dure environ deux 
mois. 

Cette immunité n’est transmise héréditairement que par les 
cobayes femelles, ainsi que M. Vaillard Vavait déja établi pour 
les toxines microbiennes dans un travail paru dans ces Annales '. 

Les males vaccinés ne transmettent pas leur état réfractaire 
aleurs rejetons issus de femelles non vaccinées *. 


VI 


DISCUSSION DE LIDENTITE DES DIVERS VENINS DE SERPENTS 


Lorsque j'ai annoncé (Société de biologie, 10 février 1894) que, 
si on injecte a des animaux neufs une petite quantilé de sérum 
d’un animal vacciné contre le venin de cobra, ce sérum est 
capable d’empécher les intoxications par d'autres venins d’origines 
diverses, tels que celui de vipere péliade de France ou le cerastes 
d’Egypte, mon assertion a été contestée par quelques savants. 

Cunningham surtout s’élevait avec vigueur contre cette 

4. Sur Vhérédité de V’immunité acquise, février 1896. 

2. J'ai observé exactement les mémes faits avec des cobayes femelles vaccinées 
contre une toxine végétale, U’abrine du Jéquirity. Limmunité héréditaire contre 
Vabrine est toutefois beaucoup plus persistante que celle contre les venins. Je 


conserve actuellement des séries de cobayes nés depuis plus de cing mois de 
femelles hypervaccinées; ils sont encore réfractaires 4 l'inoculation de doses dix 


fois mortelles-d’abrine. 
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conception de l’identité de nature des divers venins : il s’ap- 
puyait sur de nombreuses expériences faites par lui aux Indes 
avec le cobra capel, le bungare et le daboia Russelii, espece de 
vipere tres redoutée sur les bords du Gange. 

Tl avait constaté, apres Fayrer, que les symptomes de lenve- 
nimation différaient beaucoup chez les animaux mordus par l'un 
ou par l’autre de ces reptiles, et que le venin des colubridés, 
comme le cobra capel ou le bungare, ne provoquait pas du tout 
les mémes effets que celui des vipéridés comme le daboia. 

Le venin de cobra capel produisait localement des cedémes 
plus étendus, et la mort survenait presque toujours sans ces 
hématuries et sans ces hémorrhagies intenses qui caractérisent 
’empoisonnement par le venin des vipéridés. 

Pour répondre aux objections de Cunningham, j’ai étudié 
comparativement les venins du cobra capel, dunaja haje (colubri- 
dés), du pseudechis d’ Australie et du crotale (vipéridés). 

Il est incontestable que les effets locaux des venins de cobra 
capel et de naja haje sont identiques, mais quils ne res- 
semblent pas, en apparence, a ceux produits par l’injection 
du venin de pseudechis ou de crotale. Ces derniers, lorsqu’on 
les injecte a des doses calculées pour tuer lentement les animaux, 
produisent presque toujours des hémorrhagies rénales, alors 
que ces hémorrhagies ne s’observent jamais avec le venin des 
colubridés. Mais si on chauffe a 70° pendant 15 minutes ces 
venins de pseudechis ou de crotale, dissous dans l'eau salée 
physiologique ou dans l’eau phéniquée 45 0/00, on constate 
qu’ils perdent la faculté de produire des hémorrhagies, tout en 
conservant leur toxicité parfaitement intacte. 

Les sympt6mes que manifestent les venins de vipéridés 
chauffés sont alors exactement les mémes que ceux des colu- 
bridés non soumis au chauflage. 

D’autre part, sion inocule, &un animal faiblement vacciné 
contre le venin de cobra capel, une dose un peu forte de venin de 
vipéridé fraichement extrait des glandes du reptile, il suecombe 
le plus souvent, quoique beaucoup plus tardivement que les 
témoins. 

Mais, si cette méme inoculation est faite 2 un animal capable 
de supporter une dose dix fois mortelle de venin de cobra, il 
n’en souffre. aucunement, et le sérum d’un animal vacciné 


is 


i 
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contre le venin de cobra seul est parfaitement préyentif et théra- 
peutique vis-a-vis d’un venin de vipéridé quelconque. On constate 
seulement que les effets locaux de ce dernier venin sont plus 
persistants, et qu’il produit presque toujours des suppurations 
étendues. 

J’ai constaté ces faits un grand nombre de fois, et j’ai pu 
acquérir la certitude que les venins de diverses origines ne pré- 
sentent de différences entre eux que par cette propriété hémor- 
ragipare que le chauffage fait disparaitre tres facilement, 'et qui 
parait tout a fait spéciale aux venins de vipéridés. Aucun venin 
de colubridé ne la possede. Apres chauffage & 70° et séparation 
par filtration des albumines cuagulées a cette température, il ya 
identité entre les effets locaux et généraux de tous les venins. 


VII 
DISCUSSIONS SUR LA. NATURE DE LA SUBSTANCE TOXIQUE 
DES VENINS 


Au cours de ces derniers temps, plusieurs expérimentateurs 
se sont efforcés de déterminer la nature dela substance toxique 
des venins. Des études fortintéressantes et bien conduites ont été 
récemment publiées sur ce sujet par M. C.-J. Martin, de Sydney. 

Ce physiologiste amontré (Royal Society of N. S. Wales, 5 aout 
1896) que le venin du pseudechis d’Australie contient deux albu- 
moses toxiques: Vune précipitée par la chaleur & 82°, non 
dialysable; l'autre, dialysable, non précipitable par la chaleur. 
La premiere seule produit la destruction des globules rouges et 
les hémorrhagies, tandis que la seconde est un poison des cel- 
lules nerveuses. 

Ces résultats concordent absolument avec la maniére 
de voir que j’ai exposée plus haut et dans mes précédentes 
publications sur ce méme sujet. 

J’ai essayé, en éliminant les diverses albumines non toxiques 
et les sels contenus dans le venin, de séparer la substance toxique. 
J’y ai réussi dans une certaine mesure par le procédé suivant: 

J’ai fait dissoudre dans 100 c. c. d’eau stérile 1 gramme 
de venin de cobra séché dans le vide et fraichement préparé. 

Apres filtration sur papier stérilisé, cette solution de venin 
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est enfermée dans-un matras qu’on scelle 4 lalampe et qu’on 
chauffe au bain-marie 4 + 75° pendant 30 minutes. — 

24 heures apres, nouveau chauffage de 15 minutes a- 80°. 
Filtration sur papier. 

Les albumines coagulées sont retenues par le filtre. Le 
liquide clair recueilli est versé dans un tube dialyseur stérile en 
parchemin, et placé dans un courant d’eau distillé pendant 
24 heures, pour éliminer les sels. 

Ce qui reste dans le tube est évaporé dans le vide, sous une 
cloche 4 acide sulfurique. Le résidu ainsi obtenu est amorphe. 
Il pese 42 milligrammes et offre aspect d'une poussiére brun 
foncé. On le reprend par 42. c. d’eau stérile pour étudier ses 
réactions et ses propriétés physiologiques. 

Ce venin, débarrassé d’albumine et des sels, donne la réac- 
tion dubiuret. Ilfournit unléger précipité avecle réactif de Millon. 
La solution ne se trouble pas par Ja chaleur, el ne donne pas 
la réaction orange des xantho-protéines. 

Inoculé aux lapins, il tue 2 kilogr. d’animal en vingt minutes, 
a la dose de 0”#',01 en injection intraveineuse, alors qu il faut 
O™s",6 du méme venin sec normal pour donner la mort dans 
le méme temps. 

Cette substance, que l’on peut considérer comme renfermant 
la presque totalité des matiéres actives du venin, est donc extré- 
mement toxique. Elle présente seulement quelques-unes des 
réactions des albumines. 

Les albumines du venin, coagulées par la chaleur, relenues par 
filtration sur papier, puis lavées al’eau stérile, ne retiennent aucun 
principe toxique. On peut inoculer a un lapin tout le coagulum 
produit par 1 gramme de venin, sans occasionner la mort. 

Le venin désalbuminé par Ja chaleur n’est ni relenu ni 
modifié par le passage a travers la bougie Chamberland. 

M. Marmier a constaté, de son cdté, qu'il nes’alténue aucu- 
nement si on le soumet a l’action des courants électriques & 
haute fréquence, suivant le disposilif usité par MM. d’Arsonval 
et Charrin dans leurs expériences sur les toxines'. 

Au contraire, les courants continus le détruisent rapidement, 
par suite de la formation électrolytique de petites quantités 
d’hypochlorites dans la liqueur. 


4. Maamier, Les Toxines et l’Electricité. Ces Annales, 1896. ° 
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M. Phisalix (Soci¢té de, biologie, 29 février 1896), répétant avec 
le venin les expériences que MM. d’Arsonval et Charrin avaient 
faites avec la toxine dipbtérique, concluait au contraire que les 
courants a haute fréquence atténuent Je venin; mais, depuis le 
travail de Marmier, il n’a pas confirmé cette assertion. 

Dans une nole plus récente (Comptes rendus de l Académie des 
sciences, 15 juin 1896), le méme expérimentateur annoneait 
également qu’il était possible de séparer mécaniquement dans le 
venin, par la filtration sur porcelaine, les matitres vaccinantes 
des matiéres toxiques. En inoculant & des animaux de petites 
quantités de solution de venin de vipére filtrée au Chamberland, 
et correspondant a des doses de venin non filtré trois ou quatre 
fois mortelles, il observait que, non seulement le venin filtré ne 
tuait pas, mais que les animaux qui l’avaient recu se trouvaient 
vaccinés contre une dose de venin normal capable de tuer les 
cobayes neufs en 5 a 6 heures. 

Kn répélant ces expériences, j'ai constaté que ce phénoméne 
de rétention des matiéres toxiques du venin par le filtre de 
porcelaine était plus apparent que réel. Si on fillre a travers 
une bougie Chamberland une solution méme diluée a 1 pour 
5,000 de venin normal, on trouve qu’effectivement le liquide qui 
passe a travers la bougie est tres peu toxique. II faut 5 parties de 
ce liquide pour tuer un cobaye, contre 1 de lasolution non filtrée. 

Mais sil’on prend soin de désalbuminer le venin par la cha- 
leur (chauffage de 20 minutes 4 72°, puis filtration sur papier), 
on constate que le venin passe inlégralement a travers la 
bougie. Le liquide filtré posstde, & tres peu de chose pres, la 
méme toxicité que le liquide non filtré. 

Le fait annoncé par M. Phisalix provenait donc de ce qu'il 
filtrait un liquide albumineux : l’albumine obstruant en grande 
partie les pores de la porcelaine, constituait a la surface de 
celle-ci une vérilable membrane dialysante. 

MM. Phisalix et Bertrand, s’appuyant surtout sur leurs 
expériences d’atténuation du venin de vipére par la chaleur 
(Société de Biologie, 10 février 1894), proposent toujours d’admet- 
tre qivil existe dans le venin deux sortes de substances, les uncs 
toxiques, que la chaleur supprimerait, les autres vaccinantes, qui 
seraient, au contraire, respectées par le chaufage. 

J’ai combattu l’opinion de ces expérimentateurs parce que, 
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dans mes expériences qui ont porlté sur une trés grande variété 
de venins d’origines différentes, je n’en ai jamais rencontré un 
seul dont la toxicité fut détruite en si peu de temps par le 
chauffage a 70°. 

M. Phisalix a expliqué depuis, dans une revue récente’, que 
les venins de toutes les vipéres ne présentent pas cette suscepti- 
bilité & Végard de lachaleur; que celle-ci agit surtout sur le 
venin des viperes du Jura, alors que le venin des viperes du 
Puy-de-Déme ne peut pas étre transformé par le chauffage en 
« échidno-vaccin ». 

" Nos divergences de vues s’effacent devant cette constatation, 
mais je ne pense pas qu'on puisse interpréter l’action de Ja cha- 
leur dans le méme sens que ce savant, et qu’on soit en droit de 
supposer dans les venins l’existence de deux sortes de substances 
aussi facilement dissociables, les unes toxiques, les autres 
vaccinantes. 

Voici, a cet égard, les arguments et les expériences que je 
crois devoir opposer a mon savant contradicteur : 


Inoculons a une série de quatre cobayes, a, b,-c, d, pesant de 300 a 400 
grammes, une dose de venin de cobra égale aux deux tiers de la dose 
minima mortelle, soit 0mg,03 de notre solution d’épreuve. 

Tous ces cobayes restent en bonne santé. Au lieu de présenter de l’hypo- 
thermie aprés V’inoculation, ils ont une légére ascension de température de 
00,5 a 19, qui dure environ 24 heures. 

Trois jours aprés, les quatre cobayes recoivent sous la peau une dose de 
Omg,05 de venin, mortelle en moins de 12 heures pour les temoins de méme 
poids. Ils sont un peu malades, restent prés de 24 heures sans manger, 
puis se rétablissent. 

La premiére injection de venin, insuffisante pour leur Uesiivess la mort, 
les avait done vaccinés contre la dace minima mortelle. 

A une autre série de quatre cobayes, inoculons cette méme dose minima 
mortelle de Omsr,05, mais aprés avoir soumis le venin & un chauffage de 
30 minutes a 85°. Nous constatons alors que les cobayes restent en bonne 
santé. Leur température s’éléve pendant quelques heures, exactement 
comme dans le cas des cobayes précédents qui avaient recu une dose de 
venin chauffé insuffisante pour donner la mort. 

Trois jours aprés, injectons a deux d’entre eux Omgr,05 de venin non 
chauffé. Is résistent. 

Les deux autres recoivent Omgr,2 de venin chauffé, dose quatre fois plus 
considérable que celle qu’ils avaient recue précédemment. Ils succombent en 
deux heures. 


1. Revue générale des sciences: Etat actuel de nos connaissances sur les 
venins, 29 février 1896 (page 188). 
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Done, le venin chauffé est encore toxiqgue. Sa toxicité est 
seulement diminuée par le chauffage, et si on inocule aux ani- 
maux une dose de venin chauffé correspondant, comme quantité, 
ala dose minima mortelle de venin non chauffé, on les vaccine 
dans les mémes conditions que si on leur inoculait une dose de 
venin normal insuffisante pour donner la mort. 

J’ai répété ces expériences avec du venin de vipere de France, 
et j’ai constaté que le venin de vipére que j’avais & ma disposi- 
tion, quoiqu’il fat notablement plus altérable par la chaleur que 
le venin de cobra, tuait encore en deux heures les cobayes, apres 
une demi-heure de chaulfage a + 80°, a la dose de 5 milligram- 
mes, alors que, sans chauffage, la dose capable de donner la 
mort dans le méme temps étail de 1 milligramme. 

J’ai expérimenté sur des doses de venin de vipére mortelles 
en deux heures environ, parce que les résultats qu’on obtient 
ainsi sont plus nettement comparables entre eux. On ne ren- 
contre jamais de cobayes qui résistent & cette dose, tandis qu'il 
s’en trouve parfois qui se rétablissent aprés Vinoculation de 
quantités de venin mortelles en six a douze heures seulement. 

J’ai constaté qu'il existe des différences assez considérables 
entre les divers venins au point de vue de leur sensibilité a la 
chaleur. Les venins les plus résistants sont aussi les plus actifs : 
celui du cobra capel et celui de pseudechis d’Australie ne s’atté- 
nuent sensiblement qu’a partir de 80°, et ils ne perdent leur toxi- 
cité que lorsqu’on les chauffe 1 heure a 100°. 

Le venin de wipere péliade de France et celui de crotale sont 
moins résistants. 

La nature du dissolvant joue un trés grand réle dans l’appré- 
ciation de cette résistance. Les venins secs que j’ai fail dissoudre 
dans l’eau phéniquée a 5 p. 1000 sont beaucoup plus rapidement 
modifiés que ceux dissous dans l'eau salée physiologique ou 
dans leau glycérinée 410 p. 100. 

En résumé, la chaleur modifie tous les venins a des températures 
variables, en diminuant graduellement leur toxieité. 

Le chauffage ne transforme pas les venins en vaccins. Lorsqu’ on 
inocule aux animaux des venins chauffés a des doses voisines de celles 
des venins normaux qui donnent la mort, on vaccine dans les mémes 
conditions qwen inoculant aux animaux des doses non mortelles de 
venin normal. 
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VIII 


CONCLUSIONS GENERALES 


Les documents qui précédent, et les notions développées dans 
les mémoires que j’ai publiés antérieurement sur cetle question 
des venins, permettent de fixer, d’une maniere définitive, les bases 
du traitement scientifique et précis des morsures venimeuses 
chez ’homme et chez les animaux domesliques. 

Ce traitement comporte, en premier lieu, linjection, a 
Vhomme ou al’animal mordu, d’une ou plusieurs doses de sérum 
antivenimeux. Une dose de 10 c. e., représentant au moins 
20,000 unilés antivenimeuses, suffit dans la plupart des cas. 
Néanmoins, lorsque le serpent mordeur sera supposé appartenir 
au lune des especes réputées les plus dangereuses dans les pays 
chauds, ou lorsque l’intervention sera tres tardive, on devra, 
par prudence, en injecter deux ou méme trois doses simullané- 
ment. 

L’injection, dans les cas ordinaires, sera faite sous la peau 
de l’abdomen, dans le flanc droit ou gauche, avec les précautions 
antiseptiques d'usage. 

Lorsque les phénomenes d’intoxication seront déja mani- 
festes, et qu’il conviendra d’agir promptement pour éviter la 
mort, on pratiquera l’injeclion par voie intraveineuse, dans la 
veine du pli du coude ou dans toute autre veine superficielle. 

Le sérum est efficace pour prévenir l’intoxication par tous 
les venins, quelle que soit ’espéece du serpent mordeur. 

Il est également efficace a l’égard du venin des scorpions. 

Lorsqu’un animal domestique (cheval, boeuf, mouton, 
chien, etc.) aura été mordu par un serpent ou piqué par un 
scorpion, méme si des symplomes d’intoxicalion grave se sont 
déja manifestés, on pourra presque toujours empécher la mort 
en pratiquant a cet animal, sous la peau du ventre ou de l’enco- 
lure, injection dune dose de sérum anti-venimeux. / 

Le traitement par le sérum n’entraine aucune contre-indica- 
tion a l'emploi des moyens capables de détruire le venin restant 
dans les plaies, ou de limiter son absorption. Il sera toujours 
utile de pratiquer la ligature du membre mordu, au-dessus des 
plaies, pour géner la circulation veineuse superficielle, et on 
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devra, dans tous les cas, laver tres soigneusement les morsures- 


soit avec une solution d’acide chromique a 1 p. 100, soit, ce 
qui est préférable, avec une solution récente d’hypochlorite de 
chaux & 1 gr. p. 60 d’eau bouillie, ou avec une solution de chlo- 
rure d’or a 4 p. 100. Ces deux dernitres substances sont les plus 
efficaces pour détruire sur place le venin qui n’aurait pas encore 
été absorbé. 

Il est inutile de pratiquer des caulérisations avec un fer 
rouge ou avec un agent chimique quelconque. On se bornera a 
effectuer un bon pansement antiseptique, et a réveiller la sensi- 
bilité du malade, si elle est déja atteinte, par quelques.frictions 
modérées. Les excitants du systeme nerveux, café, alcool, ete., 
sont plus nuisibles qu’utiles. 

A la suite de l’injection du sérum, l'état des malades s’amé- 
liore tres rapidement, en quelques heures, sans qu’on ait a 
redouter aucun accident conséculif. 

Lorsque ce nouveau traitement sérothérapique des morsures 
venimeuses sera généralisé, il n’est pas douteux que des milliers 
d’existences humaines pourront étre épargnées, et l’agriculture 
qui, principalement dans les pays chauds, éprouve chaque année 
de nombreuses pertes en animaux domestiques, du fait des rep- 
tiles, devra en relirer un bénéfice encore plus considérable. 


Nota : Je prie instamment les personnes qui résident dans les pays ot 
les serpents venimeux abondent, de vouloir bien m’envoyer, 4 1’Institut 
Pasteur de Lille (Nord, - France), soit des spécimens de ces reptiles vivants, 
soit la plus grande quantité possible de venin extrait de leurs glandes et 


- desséché. 


Pour extraire le venin des glandes de serpents morts, si l'on n’a pas le 
temps de praliquer l’ablation de celles-ci et de les exprimer dans un verre 
de montre, voici comment il convient d’opérer : on place entre les machoi- 
res du serpent un verre de montre ou une soucoupe que !’on tient horizon- 
tale de la main gauche. Avec le pouce et l'index de Ja main droite, on 
comprime fortement les deux cdtés de la machoire supérieure du reptile, 
d’arriére en avant, a partir du cou jusqu’aux narines. Le venin s’échappe 
alors par les crochets et tombe dans le verre de montre 

On n’a plus qu’a laisser sécher Je liquide ainsi recueilli, soit a l’air libre, 
soit sous une feuille de papier pour éviter les poussiéres, En quelques heures, 
le venin est sec et présente l’aspect de petites masses écailleuses jaunes. I] 
peut se conserver longtemps en cet état. On réunit les récoltes ainsi effec- 
tuées dans une petite bouteille qu’on bouche avec soin a la cire, et on les 
expédie trés facilement par la poste. 
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REPONSE A M. METCHNIKOFF 


Par M. te Dt G. GABRITCHEVSKY 


Dans le numéro 411 des Annales de 1896, M. Metchnikoff a 
publié quelques remarques critiques, 4 propos de mon article 
sur la fievre récurrente, paru dans le méme numéro. Il com- 
mence par abdiquer toute responsabilité dans mon travail, au 
début duquel il m’a donné quelques notions: générales sur la 
pathogénie de la fiévre récurrente, notions ne touchant pas a 
la sérothérapie de cette maladie. Si j’ai fait mention du nom de 
M. Metchnikoff, il ne s’ensuit pas que le lecteur puisse, pour 
cette raison, lui altribuer mes opinions; par conséquent, la 
crainte exprimée par M. Metchnikoff, pour sa part de respon- 
sabilité, est au moins exagérée. 

M. Metchnikoff accepte comme prouvé le fait essentiel de 
mon travail, et notamment le pouvoir bactéricide du sang apyré- 
tique des malades vis-a-vis des spirilles hors de Vorganisme, 
mais il n’accepte pas la plupart de mes conclusions, tirées de 
étude de ces mémes propriétés du sang. 

Il déclare tout d’abord que les propriétés bactéricides du 
sang, telles qu’elles se sont manifestées dans mes recherches, 
sont extrémement variables, ce qui, selon lui, empéche de leur 
reconnaitre, dans la pathologie de la fiévre récurrente, le réle 
que je crois devoir leur attribuer. Mais bien que la propriété 
bactéricide du sang soit sujette a des variations sensibles, il 
n’y a pas moyen de méconnaitre une certaine régularité dans 
ces variations, régularité en rapport direct avec les différentes 
phases de la maladie, et qui m’a donné Vidée du réle essentiel 
des substances bactéricides pendant la fiévre récurrente., Cette 
corrélation est assez bien établie et démontrée par mes recher- 
ches cliniques et expérimentales pour que je n’aie pas & insister 
davantage sur ce phénoméne fondamental dans la pathologie 
de la fitvre récurrente. M. Metchnikoff ne présente pas d’ar- 
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guments qui puissent s’opposer aux conclusions ci-dessus, car, 
des chiffres qu’il mentionne, les uns ne font que confirmer mes 
conclusions, aprés examen attentif, les autres ne se rapportent 
qu’a des variations du pouvoir bactéricide. qui dépendent, non 
pas des époques de la maladie, mais de la température a laquelle 
on observe les préparations hors de lorganisme. 

M. Metchnikoff croit trouver une contradiction dans les 
résultats de mes recherches. Il fait observer que, suivant les 
tableaux VI et [IX de mon article ', les propriétés bactéricides 
du sang sont a peu pres égales & 37° et ala température ordi- 
naire, tandis que mes autres observations sur la durée de la 
survie des spirilles prouveraient le contraire. Il me parait 
qu’en ceci M. Metchnikoff ne tient pas compte de la remarque 
que j'ai faite 4 la page 634 de mon article : a savoir que j’at- 
tribue uniformément une survie d’une heure aux spirilles, qui 
périssent parfois au bout de quelques minutes dans le sang 
apyrétique a la température de l’étuve, parce que mes obser- 
vations, dans celle série d’expériences, n’ont été faites qu’au bout 
de ce laps de temps. Cette remarque s’applique justement aux 
expériences citées dans le tableau IX, expériences au moyen 
desquelles je ne tenais qu’a démontrer le fait de la rapidité de 
la destruction des spirilles dans le sang apyrétique, compara- 
tivement a cette méme rapidité dans le sang normal ou pyré- 
lique, sans vouloir parler de l’influence que peuvent y apporter 
les différentes températures. La corrélation entre la durée plus 
ou moins longue de la survie des spirilles et la différence des 
températures a été étudiée par moi dans une autre série d’ex- 
périences. 

Ce qui vient d’étre dit me parait prouver clairement que 
mes expériences citées dans les tableaux VI et IX de mon 
travail (texte russe et francais) ne peuvent nullement contre- 
dire les résultats de mes recherches. La survie des spirilles, a 
la température de la chambre, est plus longue qu’a celle de 
l’étuve, c’est un fait qui résulte nettement de mes expériences ; 
mais il n’est pas probant, a ce qu'il parait, pour M. Metchnikoff, 
parce qu'il a trouvé une seule exception a cette regle : il cile un 
cas ot la survie des spirilles dans le méme sang, a la tempéra- 

4. Les chiffres du tableau VI, dont fait mention M. Metchnikoff, se trouvent 


dans le tableau VI du texte russe et non dans celui de mon article, public dans 
ces Annales. ; 
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ture de 37°, était 118 heures et, a celle de la chambre, pas plus de 
47 heures‘. Chacun sait pourtant qu'il est toujours possible 
dobtenir des exceptions au cours de toute une série d’expé- 
riences sur des organismes vivants, sans que ce fait empéche 
d’en tirer des conclusions. 

Apres avoir accepté Je fait du pouvoir bactéricide du sang 
apyrétique, M. Metchnikoff oppose néanmoins le résultat 
négatif qu’a donné son unique expérience pratiquée sur un 
singe aux résultats positifs de toules mes observations ; il ne 
semble donc pas tout a fait conyaincu de la présence des subs- 
tances bactéricides dans Je sang apyrétique. 

Parlant de mes recherches sur Ja formation locale des subs- 
tances bactéricides sous Vinfluence de l’infection par des spi- 
rilles, M. Metchnikoff remarque que, quant a la durée plus ou 
moins longue de survie des spirilles dans les exsudats divers, 
retirés apres Vinjection des liquides avec ou sans spirilles, cette 
différence de durée est trop peu prononcée dans mes expérien- 
ces pour qu’on puisse tirer des conclusions solides. A ce propos, 
il cite une expérience ot la différence en question s’exprime 
par les chiffres 32 et 22; mais il ne tient pas compte d’une 
autre expérience ott la différence devient beaucoup plus pro- 
noncée, comme le prouvent les chiffres : 28 et 2. 

Quant a la fagon dont ces derniéres expériences furent 
faites, j’admelts volontiers qu’elles eussent été plus convain- 
cantes, si dans l’expérience de contréle j’avais ajouté du sang 
normal a la solution de chlorure de sodium. Une expérience 
analogue, faite aprés la publication de mon premier article, et 
répondant par la maniére dont elle a été faite 4 toutes les exi- 
gences de la rigueur scientifique, a donné les mémes résultats, 
avec une différence de la survie desspirilles de 91 et de 50 beures. 

M. Metchnikoff me rappelle quelques recherches qui auto- 
risent a croire que la constatation des propriétés bactéricides du 
sang, hors de l’organisme, ne suffit pas pour admettre les 
mémes propriétés dans lorganisme méme. Il va sans dire que 
toutes ces recherches m’étaient trés bien connues, mais, a la 
suite des travaux de M. R. Pfeiffer, il ne peut plus y avoir de 
doute sur la destruction extracellulaire des virus dans l’orga- 


1, Il est 4 remarquer que le sang du malade provenait dans ce cas d’une 
fausse crise. 
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nisme sous l'influence des substances bactéricides spécifiques. 
Ces travaux ont autorisé M. R. Pfeiffer & supposer que ces 
mémes substances bactéricides jouent un rodle déterminaut dans 
la pathogénie des accés de la fiévre récurrente. Mes recherches 
cliniques et expérimentales ne font que confirmer cette suppo- 
sition de M. R. Pfeiffer. 

Afin de réfuter mon interprétation au sujet de la facon dont les 
spirilles sont détruits dans lorganisme a la période de la crise, 
M. Metchnikoff mentionne les propriétés bactéricides du sang 
du lapin et du rat blanc vis-a-vis de la bactéridie charbonneuse : 
mais ces indications de M. Metchnikoff ne peuvent nullement 
servir de critérium du rdle des substances bactéricides spéci- 
fiques qui se forment sous l’influence de l’infection, et qui sont 
beaucoup plus actives que les substances bactéricides préexis- 
tantes dans le sang normal. Aussi, m’appuyant sur les recherches 
de M. R. Pfeiffer et les miennes, je me crois en droit d'affirmer 
que les substances bactéricides du sang, constalées par moi 
dans la fievre récurrente, se manifestent, comme les autres 
substances bactéricides spécifiques, non seulement in vitro, 
mais aussi dans l’organisme, ow les conditions de température 
ne font que renforcer leur action. 

Quant aux modifications que les spirilles subissent dans les 
vaisseaux sanguins, les observations faites par M. Metchnikoff 
en 1887 sur un singe ne démentent nullement celles de M. Ma- 
mouroysky, car les formes en chapelets, que prennent les spi- 
rilles modifiés, n’apparaissent qu’au moyen de la coloration 
spéciale empioyée par M. Mamouroysky. J’ai pu observer moi- 
méme les formes des spirilles en question, mais je n’ai pas cru 
devoir insister sur mes observations personnelles a ce sujet, 
trouvant celles de M. Mamouroysky suffisantes. 

M. Metchnikoff affirme que les spirilles conservent non seu- 
lement leur aspect normal, mais aussi toute leur mobilité pen- 
dant toute la période de Vacces, jusqu’au moment de leur 
disparition du sang des malades. A cette affirmation de 
M. Metchnikoff, je peux opposer les recherches de M. Weigert et 
les miennes. Ce savant constata, le fait est connu, que la mobi- 
lité des spirilles change en force et en caractere vers la fin de 
l’acces. Mes recherches multiples 4 ce sujet me permettent de 
conclure que plus la crise est proche, plus le nombre des spi- 
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rilles immobiles et morts augmente dans les préparations. 

M. Metchnikoff me crilique non seulement pour ce que j/ai 
fait, mais il me reproche en outre de n’avoir pas fait tout ce que, 
selon lui, j’aurais dd faire. Est-il bien nécessaire de dire qu’en 
publiant mon article, je ne pouvais pas avoir la prétention de le 
donner pour un Traité complet de la fievre récurrente? Je n’ai 
pas touché, dans cet article, 4 beaucoup de questions que jai 
Vintention de soumettre, avec le temps, a des recherches spé- 
ciales ; ainsi entre autres a la question de l’origine des substances 
bactéricides pendant la fiévre récurrente'. 

Pour répondre a Vobjection de M. Metchnikoff sur le nombre 
trop restreint de mes expériences sur des singes, je ne puis que 
lui rappeler la difficulté qu’on rencontre, en Russie, a conserver 
les singes en bon état. D’ailleurs, M. Metchnikoff aurait bien pu 
se rappeler que je dis moi-méme (page 648), qu’une seule expé- 
rience de sérothérapie ne saurait certainement résoudre la 
question, & moins d’étre simulltanément confirmée par toutes les 
autres données du travail. Il ne serait pas difficile d’arriver a 
nier les résultats de tout travail, quelque complet qu’il soit, si 
Yon voulait considérer chaque observation séparée comme un 
fait insignifiant par lui-rméme, ne permettant pas de tirer des 
conclusions, et si l'on arrivait & ne plus tenir compte de l’en- 
semble de toutes les données des observations faites au courant 
du travail. 

M. Metchnikoff note ensuite d’une maniére trop absolue l’in- 
suffisance, selon lui, de données expérimentales sur la formation 
des substances bactéricides dans l’organisme des animaux natu- 
rellement réfractaires vis-a-vis de Vinfection par les spirilles. 
Ceci équivaut 4 une négation sans aucun fondement de mes 
recherches sur les différents animaux, qui ont pourtert eu des 
résultats parfaitement déterminés 2. 


4, Les recherches de M, le Dr N. Pawloff, faites sous ma direction, ont 
donné des résultats qui indiquent le lien probable de la leucocytose avec la crise 
des accés. Ainsi, le nombre des leucocytes du sang des malades qui était de 18,000 
— moyenne de 13 observations — avant la crise (avant la transpiration), était 
de 23,000 pendant la crise — moyenne de 9 observations — et enfin de 17,00 
pendant lapyrexie — moyenne de 41 observations. 

2. La formation des substances bactéricides peut étre considérée comme 
analogue a la formation de substances antitoxiques spécifiques dans l’organisme 
des animaux réfractaires a la toxine elle-eméme. Ainsi dans le cas ow la pré- 
sence de lantitoxine tétanique se manifeste dans le sang de la poule a la suite 
de l’introduction dans son organisme de la toxine tétanique. 
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Dans la traduction de mon article du russe en francais, j’al 
laissé passer une erreur qui, en effet, a pu donner lieu a une 
interprétation inexacte de mes idées sur la présence des 
spores chez des spirilles d’Obermeier. Je parle ici de la ligne 
suivante du texte russe : « On ne peut nier l’existence des formes 
stables ou des germes chez les spirilles. « Cette phrase a été tra- 
duite ainsi : « L’existence des germes est indiscutable. » Ne pas 
nier une chose ou bien la croire indiscutable est certainement 
différent. M. Metchnikoff avait donc raison de critiquer |’erreur 
quis’était glissée dans le texte de la traduction. Les résultats 
négatifs des recherches de M. Metchnikoff au sujet de la 
présence des spores chez les spirilles ne peuvent pourtant pas 
non plus résoudre cette question, les cultures pures des spirilles 
n’étant pas encore obtenues — cultures au moyen desquelles 
il serait plus aisé de résoudre cette question si discutée de la 
biologie des spirilles. 

Kn terminant sa critique, M. Metchnikoff fait mention de 
ses recherches, ainsi que de celles de M. Soudakewitch, ot il est 
démontré que ce n’est que dans la rate qu'on observe les spirilles 
englobés par les phagocytes, ce qui prouverait l’absence des 
substances bactéricides dans le sang, car si les spirilles avaient 
péri dans le courant sanguin, ils devraient étre présents (comme 
tous les autres corps inertes) dans le foie et la moelle des os, 
ce qui n’a pas été observé. Cette localisation exclusive des spi- 
rilles dans la rate ne prouve rien contre la présence des sub- 
stances bactéricides dans le sang pendant la crise. 

Les recherches de M..Wyssokowitch ont démontré que, 
dans la plupart des cas, c’est dans la rate que se déposent les 
spores des moisissures el de plusieurs bactéries saprophytes et 
pathogenes introduiles dans le sang. Ce nest que dans des cas 
exceptionnels qu’elles se trouvent plus nombreuses dans le foie. 
Par conséquent il est naturel d’admettre que, grace a la forte 
accumulation des spirilles dans la rate, ils ne doivent disparaitre 
de cet organe qu’aprés un certain temps d’une durée plus lon- 
gue, ce qui fait aussi qu’ils y sont plus faciles 4 démontrer. 

L’expérience faite par M. Metchnikoff, sur un singe qu'il 
infectait avec un peu de substance de la rate d’un autre singe 
qui venait de supporter un acces de fitvre récurrente, n'est pas 
assez conyaincante pour démontrer absence des subtances 
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bactéricides. La rechute de cette maladie pouvant survenir chez 
les singes, quelle conclusion peut-on tirer de cette expérience, 
quand le fait méme de la guérison compléte du singe n’a pas pu 
étre prouvé? En supposant méme l’existence des spirilles 
vivants dans la rate immédiatement apres la guérison complete, 
on ne voit pas de cause pour nier le rdle de substances bactéri- 
cides, dont l’action nocive plus ou moins prompte sur des 
spirilles dépend de la quantité de ces sublances, ainsi que du 
nombre des spirilles présents dans la rate. 

Cette expérience citée par M. Metchnikoff m’est certainement 
connue, de méme que nombre d’autres expérienves, mais je 
n’en parle pas dans mon travail, trouvant qu’elles n’ont pas de 
rapport immédiat avec l’étude des substances bactéricides du 
sang, et concernent plus particulitrement la phagocylose. 

Apres tout ce qui vient d’étre dit, je me crois en droit d’affir- 
mer que toutes les remarques de M. Metchnikoff a propos de 
mon travail ne sont pas assez convaincantes pour m’en faire 
changer les conclusions. 

Je suis heureux de pouvoir ajouter encore que, m’appuyant 
sur mes recherches sur les substances bactéricides spécifiques 
présentes pendantla fiévrerécurrente, j'ai puappliquer avec succes 
le sérodiagnostic * et la sérothérapie de cette maladie. Sur 40 cas 
de fievre récurrente, observés par M. le D’ Loewenthal, l’appli- 
cation dela sérothérapie a donné 50 0/0 de guérisons complétes 
ala suite des injections (pendant la premiére apyrexie) du sérum 
d’un cheval préparé par des injections intraveineuses de sang 
contenant des spirilles d’Obermeier. 

Nos travaux déiaillés sur le sérodiagnostic et sur la sérothé- 
pie de la fievre récurrente vont paraitre dans peu de temps. 


1. La constatation des propriétés bactéricides spécifiques du sang pendant 
Vapyrexie permet de faire un diagnostic str de la fiévre récurrente. 


Erratum. — Dans mon premier article (ces Annales, 1896, p. 638, 
ligne 16), lire 6 1/2 au lieu de 4 1/2. 


REPONSE A LA NOTE PRECEDENTE 


Par Ev. METCHNIKOFF, 


M. Gabritchevsky (ces Annales, 1896, p. 630) a observé 
que les spirilles de la fievre récurrente, maintenus dans du sérum 
sanguin extrait & des malades en voie de guérison, meurent 
beaucoup plus vite que dans du sérum normal ou du sérum 
retiré pendant la période fébrile. Il a vu que, dans ce sérum spi- 
rillicide, «les spirilles minces, homogenes et flexibles, deviennent 
renflés, granuleux, peu spiralés et subissent en peu de temps 
une destruction complete » (p. 636). 

De ses observations, faites avec du sérum et des spirilles en 
dehors de l’organisme, M. G... a conclu gue Jes mémes phéno- 
ménes de destruction se produisent pendant la guérison, dans 
Yorganisme vivant, et que le plasma sanguin, au moment de Ja 
crise, renferme une substance spirillicide. 

Comme il a été démontré a maintes reprises! que l’action 
microbicide des humeurs et des cellules qui se manifeste in vitro 
est souvent essentiellement différente des phénomeénes qui se 
passent dans l’organisme méme, je me suis senti obligé (voir 
ma note dans ces Annales, 1896, p. 654) de demander a M. G... 
des arguments plus probants en faveur de sa conclusion, qui se 
trouve en désaccord avec mes propres recherches sur la fiévre 
récurrente. 

Sila destruction dans l’organisme est la méme qu’in vitro, 
pourquoi donc M. G... n’a-t-il pas observé aussi, dans le sang 
des personnes en voie de guérison, ces spirilles renflés, granu- 
leux et en voie de désintégration-? Il est vrai qu’il dit 4 présent 
avoir pu confirmer!’observation de M. Mamouroysky sur la trans- 
formation en « chapelets » des spirilles dans le sang vivant. Or, 
ces chapelets se distinguent bien des formes renflées et en 

4. Comme exemple des plus frappants je puis citer le cas de l’exsudat des 
cobayes charbonneux qui, en dehors de lorganisme, peut détruire toutes les 
bactéridies, et qui est absolument impuissant dans Vorganisme (voir Semaine 
médicale, 1892, p. 469). J'ai signale aussi (ces Annales, 1890), que la phagocytose 
qu’on observe in vitro ne correspond pas nécessairement au méme phénomene 
dans l’organisme. 
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voie de destruction qu’on observe lors de la mort des spirilles 
in vitro. D’apres M. Mamourovsky‘, un certain nombre de ces 
microbes, dix & vingt heures avant la crise, se colorent par la 
fuchsine anilinée de telle facon qu’entre les points colorés appa- 
raissent de petits espaces clairs. Mais ni M. Mamourovsky, ni 
M. G...nesignalent méme pas que ces spirilles particuliers soient 
immobiles. 

Apres avoir découvert la destruction extracellulaire des 
vibrions cholériques dans le péritoine, M. R. Pfeiffer* a émis 
cette supposition que les petits granules qu’on trouve dans le 
sang avaut ja crise de Ja fiévre récurrente « peuvent étre des pro- 
duits de destruction des spirilles, atteints par les substances bacté- 
ricides spécifiques, dégagées pendant la crise». M. G... n’a pu con- 
firmer cette hypothése. Dans les préparations du sang a la période 
de disparition des spirilles, on n’observe rien de comparable aux 
transformations profondes, observées par M. G... in vitro, ou sup- 
posées par M. Pfeiffer. Dun autre cdté, l’examen des spirilles 
qu’on trouve dans l’organisme des singes, guéris de la fiévre 
récurrente, montre, dans l’intérieur des phagocytes, des spi- 
rilles ayant parfaitement conservé leur forme et leur colorabi- 
lité normales. Dans ces conditions on peut suivre la destruction 
définitive de ces microbes, mais sins renflements, ni transfor- 
mation en granules. Sur les photographies données par M. Sou- 
dakewitch (ces Annales, 1891, pl. XVII, fig. 1, 2), on voit dans 
Vintérieur des leucocytes plusieurs spirilles, dont les circonvo- 
lutions sont multiples comme a l'état normal, et non effacées 
comme dans les spirilles modifiés de M. Mamourovsky. 

Dans ces conditions, il est bien légitime de se demander si 
la destruction des spirilles, observée par M. G... in vitro, se 
retrouve réellement dans le sang vivant, et si sa théorie de la 
substance spirillicide dissoute dans le plasma sanguin est bien 
fondée. Voila pourquoi je me suis cru autorisé a dire dans ma 
nole : « M.G... oublie les recherches si nombreuses qui ont 
démontré que les phénomenes bactéricides du sang extrayascu- 
laire ne suffisent pas pour admettre la méme propriété bactéri- 
cide du sang vivant (par exemple la destruction des hactéridies 
dans le sang des rats et des lapins, etc.). » 


1. Medicinskoye Obosrénie, 189%, n° 20. 
2. Deutsche med. Woch., 1896, n° 8. 
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M.G..., dans sa réponse (p. 241), pense qu’il ne s’agit que de 
la propriété bactéricide du sang du rat et du lapin vis-a-vis de la 
bactéridie, et il ajoute: « Mais ces indications de M. M... ne 
peuvent nullement servir de critérium du rdle des substances 
hactéricides spécifiques qui se forment sousl'influence de l’infec- 
lion, et qui sont beaucoup plus actives que les substances bacté- 
ricides préexistantes dans le sang normal. » [I ressort de ce pas- 
sage que M.G... ne sait pas que l’action bactéricide si intense du 
sérum des animaux vaccinés contre le Vibrio Metchnikowi ne se 
manifeste pas dans l’organisme de ces animaux, fait démontré 
en 1891 (ces Annales, 1891, p. 469), et quia fait le sujet de ma 
communication au Congres d’hygiéne a Londres. M. G... ne sait 
pas non plus que ce fait, ou ils’agit d’une action bactéricide spé- 
cifique tres intense, née sous Vinfluence de la vaccination, a été 
retrouvé aussi par M. Mesnil et moi-méme (ces Annales, 1896, 
p. 349; 1895, p. 433) chez le vibrion cholérique, introduit sous 
la peau d’animaux vaccinés. 

Jusqu’a quel point il faut étre prudent, dans l’application des 
résultats, obtenus in vilro, aux phénomenes qui se passent dans 
lorganisme, c’est ce que démontrent entre autres les fails 
rapportés dans ce méme numéro des Annales par MM. Bordet et 
Salimbeni. Le premier de ces observateurs a constaté que le 
streplocogue est rapidement détruit dans l’exsudat péritonéal, 
retiré de l’organisme; tandis que dans |’animal ce microbe reste 
vivant et occasionne la mort de son héte. M. Salimbeni a établi 
que l’agglutination des microbes, qui se fait si rapidement in 
vitro, sous Vinfluence des humeurs, ne se produit pas dans 
Porganisme vivant. 

Beaucoup de ces différences, si paradoxales au premier 
abord, sexpliquent par la destruction des leucocytes en dehors 
de l’organisme ; ceux-ci laissent in vitro échapper leurs substances 
bactéricides, renfermées a1’état vivant dans le contenu cellulaire. 

M. G... s’appuie dans ses conclusions sur les recherches 
de M. Pfeiffer sur la destruction extraceliulaire des bactéries 
dans l’exsudat péritonéal des animaux. Mais M. G... ne tient 
pas compte du fait, exposé dans un de mes mémoires 
(ces Annales, 1895), que celle destruction extracellulaire ne 
s’observe que dans des conditions particuliéres, ou les microbes 
sont brusquement introduits dans un milieu renfermant 
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des leucocytes avariés (en stade de phagolyse). Les sub- 
stances bactéricides s’échappent de ces cellules lésées et 
agissent sur les microbes. Aussitot que la phagolyse s’arréte, 
la destruction extracellulaire cesse aussi, et les microbes devien- 
nent la proie des phagocytes. 

Pour pouvoir utiliser les observations du phénoméne de 
Pfeiffer, M. G... aurait da démontrer que des conditions analo- 
gues se retrouvent dans la fiévre récurrente. En réalilé, elles 
sont justement opposées. La destruction extracellulaire dans le 
péritoine s’observe au moment de la plus grande pénurie de 
leucocytes. La destruction des spirilles pendant la crise se 
fait &une période ow d’aprés les données que vient de commu- 
niquer M. G... dans sa réponse (note 1, 242p.), le nombre des 
leucocytes est notablement accru. Le phénoméne de Pfeiffer 
s observe seulement au début de la rencontre des microbes avec 
Vorganisme, la destruction critique des spirilles dans la fiévre 
— a la fin de cetle rencontre. 

Tout cela justifie suffisamment ma critique des conclusions 
de M. G... sur la pathogénie de Ja fiévre récurrente. Ses obser- 
vations ne prouvent nullement la présence d’une substance bac- 
téricide dans le plasma sanguin. Les fails connus sur la leuco- 
cyltose dans la fiévre récurrente peuvent au contraire expliquer 
Vaction bactéricide du sang critique en dehors de l’organisme. 
Comme cela a été bien démontré dans un grand nombre d’exem- 
ples, la substance bactéricide se trouve dans le contenu des 
leucocytes. Plus il y a de ces cellules, plus le sang ou le sérum 
correspondant seront bactéricides. On peut donc formuler cette 
hypothese que la destruction extracellulaire des spirilles in vitro 
se fait par la substance échappée des leucocytes, avariés en 
dehors de l’organisme, et non pas par une substance dissoute 
dans le plasma sanguin. Celte hypothése repose sur un grand 
nombre de fails précis, et concilie tous les faits observés par 
divers auteurs, entre autres par M. G... lui-méme. 

J’ai déja remarqué, dans ma premiere note, que les observa- 
tions de M. G... contredisent sa conception de l’action de la 
substance hactéricide du plasma dans la guérison et l’immunilé. 
Hin effet, tandis que le singe de M. G..., avec une propriété bac- 
téricide du sang a peine marquée (1,5 ou 6,4 d’aprés M. G...), 
oppose une résistance absolue aux spirilles, le sang de son 
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malade pendant la premiere apyrexie, c’est-a-dire dans la période 
@incubation d’un nouvel acces fébrile, manifeste un pouvoir 
bactéricide beaucoup plus considérable (55). Dans un cas de 
M. G... le coefficient tombe de 50, 48 heures avant le3° acces, a 
1 au commencement de cet acces, « c’est-d-dire au moment de 
apparition des spirilles », et M. G... ajoute: « Il est clair que 
chaque nouvel acces ne survient qu’avec la disparition presque 
compléte des propriétés bactéricides du sang. » (Annales, 1896, 
p. 637.) Mais il est clair surtout que Jes spirilles vivants se trou- 
vent dans l’organisme pendant toute la période d’incubation, et 
que par conséquent 48 heures avant l’accés, malgré le coefficient 
bactéricide de 50, le sang est incapable de tuer les spirilles 
vivants, qui ne sont encore pas assez nombreux pour envahir 
toute la circulation. 

Des contradictions de ce genre se relrouvent & chaque page 
dans le mémoire de M. G... Elles ne peuvent étre aussi levées 
a Vaide de cette hypothése des spores sur laquelle M. G... 
revient aujourd’hui. M. G... pense que cetle question des spores 
ne pourra étre résolue que lorsqu’on obtiendra des cultures du 
spirille sur des milieux nutritifs arlificiels. Mais alors il n’a pas_ 
le droit d’admettre leur existence dés a présent, et surtout il ne 
doit pas perdre de vue que, dans la pathogénie des rechutes, la 
question intéressante est de savoir s'il existe des spores dans 
Yorganisme méme et non pas en dehors de lui. Or, j’ai démontré 
que, dans l’organisme des singes au moins, les spores ne se 
produisent pas, et c’est 1a le point essentiel. Cette absence des 
spores, ainsiquela présence, dans la rate des singes guéris, des 
spirilles vivants et virulents’, réfutent la théorie de M. G..., et 
se concilient au contraire tres bien avec lhypothese que la 
substance spirillicide du sérum provient des leucocytes avariés 
in vitro. Cette hypothése explique aussi trés facilement pour- 
quoi l’organisme dont le sérum est dépourvu d’aclion bacléricide 
peut résister aux spirilles, tandis qu’un autre, riche en substance 
spirillicide, peut facilement contracter la maladie spirillienne. 


{. Dans mon travail sur la fiévre récurrente (Virchow's Arch., 1887) j'ai démontré 
que l’émulsion de larate apyrétique donne la fiévre récurrente & un singe neuf. 
M. G... m’objecte qu’il s’agissait dans cette expérience peut-étre d’une rechute 
et non d’une fiévre nouvelle. Mais les guenons, avec lesquelles j'ai expérimente, 
n’ont jamais de rechutes. L’exemple d’une rechute observé par M. G... s’applique 
& un cynocéphale, singe trés différent de ceux que j’avais employes. 
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Comme argument je n’ai qu’a invoquer un grand nombre de 
faits analogues bien établis dans la science. 

J’ai insisté surtout sur le point essentiel du travail de M. G... 
Je n’ai pas besoin de m’étendre longuement sur la critique de 
ses quelques expériences surl’immunité naturelle. M. G... com- 
pare, dans sa réponse, la formation de la substance bactéricide 
dans l’organisme des animaux naturellement réfractaires avec 
Ja formation des antitoxines chez les animaux résistants (p. ex. 
l’antitoxine tétanique dans le sang de la poule). M. G... ne tient 
pas compte de ceci que, d'aprés lui, la substance spirillicide se 
développe déija 10 minutes apres l’injection des spirilles, fait qui 
ne se rencontre jamais avec les antitoxines. Chez les poules il 
faut des semaines pour la production de l’antitoxine tétanique. 

M. G... cite, a la fin de sa «réponse», des faits de sérothérapie 
el de sérodiagnostic dela fiévre récurrente comme argument en 
faveur de ses opinions sur les substances bactéricides. M. G... 
ne donne aucun renseignement précis sur ce chapitre, mais je 
peux d’autant plus me dispenser d’en parler que ces questions 
sont tout a fait différentes du probleme qui nous préoccupe. Dans 
ce méme numéro des Annales, on peut lire le mémoire de 
M. Bordet sur la prévention de la streptococcie par le sérum, 
sans que la propriété bactéricide y intervienne d’une facon quel- 
conque. 

A la fin de sa réplique, M. G... déclare que mes arguments 
ne l’ont pas convaincu. Ce n’est pas pour le convaincre que j’al 
publié ma critique. Je l’ai fait uniquement avec la pensée 
d’étre utile 4 ceux qui sont mieux placés que moi‘ pour étudier 
la fiévre récurrente, et qui désirent étre renseignés sur les points 
délicats de l’étude de cette maladie. C’est dans ce seul but que 
j'ai pris la plume. J’ai pensé que l’opinion de quelqu’un qui s’est 
occupé de la fiévre récurrente, et qui a fait aussi beaucoup de 
recherches sur les propriétés bactéricides de l’organisme, ne 
serait pas indifférente & ceux qui s’intéressent a ces études, 
La chose est faite, et je ne pense pas qu'il y ait lieu pour moi 
d’intervenir plus iongtemps dans ce débat. 


4.M. Loukianoff, directeur de l’Institut de méd. exp. a Saint-Pétersbourg, m’a 
envoyé a Paris des sangsues qui avaient absorbé du sang de malades atteints 
de la fiévre recurrente. Malgré l’arrivée trés rapide de ces animaux, les spirilles 
ont été trouves morts et incapables de donner la maladie aux singes. Je n'ai done 


pas pu faire une nouvelle étude des spirilles. J’adresse ici tous mes remercie- 
ments a M. Loukianoff. 


CONTRIBUTION 
A TRTUDE DE DA PHYSIOLOGIE DU BACILLE DIPITERIQUE 


Par M. LOUIS COBBETT 


M. A., M. B. CAMB., F. R. C. S. ENGL., JOHN LUCAS WALKER STUDENT 
OF PATHOLOGY 


(Travail du laboratoire de pathologie de Cambridge.) 


Les expériences qui suivent ont été commencées en 1894 
pour faciliter la préparation de la toxine diphtérique dont je me 
servais pour immuniser des chevaux. On éprouvait alors, a pré- 
parer une toxine de force constante, des difficultés sur lesquelles 
les savants n’étaient pas d’accord, et sur lesquelles j’avais voulu 
me faire une opinion personnelle. Depuis, le sujet a été étudié, 
et la préparation de toxines puissantes est devenue facile. 
L’utilité pratique de mes recherches est donc en grande partie 
escomptée. J’esptre pourtant qu’on trouvera gu’elles peuvent 
encore étre utiles, et ajoutent quelque chose a la physiologie 
du bacille diphtérique. 


I. — Mesure de lacidité ou de Valcalinité des cultures ou milieux 
de culture. 


Disons tout de suite que les chiffres qu’on trouvera dans ce 
travail, pour mesurer l’acidité ou l’alcalinité, sontles nombres 
de centimetres cubes d’une solution normale d’acide ou d’alcali 
amenant a la neutralilé, pour l’indicateur employé, un litre de 
la liqueur. 

Avec ces liquides complexes, le mot newtralité n’a qu’un 
sens relatif, et dépend de lindicateur mis en ceuvre. J’ai trouvé 
mes bouillons de peptone alcalins a la teinture de tournesol, 
et acides a la phénolphtaléine ‘. De méme le sérum d’un cheval 


1, Cf. G. W. Furier, Journal of Am. Public Health assoc., Concord., oct. 1895. 
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ou la lymphe du canal: thoracique d’un chien. Ces différences 
tiennent en partic a la présence, dans ces liquides, du phosphate 
bibasique de soude, alcalin au tournesol, et neutre a la phénol- 
phtaléine, mais il doit y avoir d'autres corps jouissant de la 
méme propriété, car le sérum du sang ne contient que peu 
de phosphates et présente les mémes phénoménes. Je mon- 
trerai tout 4 l'heure quw’il en est de méme pour un ou plusieurs 
produits du bacille de la diphtérie. 

Ayant a faire choix d’un indicateur, je me suis arrété, apres 
plusieurs essais, & la phénolphtaléine et au tournesol. Pour la 
premiére, on ajoute & 1c. c. du liquide 4 étudier, 20 c. c. d’eau 
distillée, 0,3 a 0,5 c. c. de la solution alcoolique de phénol- 
phtaléine, et on fait bouillir. Puis on ajoute avec une buretle 
Ja solution centinormale d’acide ou d’alcali jusqu’a virage. 

Le virage de la teinture de tournesol étant graduel, il a 
fallu, pour arriver a de la précision, prendre un détour et se 
donner un terme de comparaison. On prépare une série de tubes 
contenant une solution étendue de tournesol. Puis on ajoute, - 
par tatonnement, a la liqueur a étudier, assez de la solution 
centinormale d’acide ou d’alcali, pour que quelques gouttes de 
cette liqueur saturée, ajoutées aprés ébullition dans l'un des 
tubes de tournesol, n’en changent pas la teinte, ce qu'il est facile 
de voir par comparaison avec les autres tubes de la série. 

La solution de tournesol employée était neutre et aussi bien 
débarrassée que possible de ses sels par la dialyse, suivant les 
recommandations de K. May‘. On Ja diluait dans l’eau pour 
Yusage, on la faisait bouillir pour chasser l’acide carbonique, 
el on y ajoutait quelques gouttes d’acide tres dilué pour en 
ramener la teinte a celle d’une solution type, qu’on avait 
enfermée en tubes scellés pour la conserver. 

On arrive, avec ces précautions, a estimer l’acidité ou V’alca- 
linité & 1c. c. pres de la solution normale d’acide ou d’aleali 
par litre, lorsqu’on opere sur des cultures en bouillon. Quand 
Vacidité ou lalcalinité deviennent trés grandes, la méthode perd 
de sa sensibililé. Mais, en somme, j’ai trouvé que le tournesol, 
employé dans ces conditions, était un meilleur indicateur que 
la phénolphtaléine, dont le virage est graduel, et dépend trop 


4. Maly’s Jahresbericht, 1865, p. 463. 
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de la température du liquide, de sorte qu'il n’est pas le méme 
a chaud et a froid. 

Ce que je demandais a cette étude, c’était s'il y avait une 
relation entre Ja production de toxine et l’acidilé ou Valcalinité 
de la culture, mesurées avec les deux indicateurs en question. 
Mes résultats sur ce point peuvent étre brisvement résumés. 
Les cultures devenues alcalines au tournesol étaient devenues 
aussi moins acides, et méme parfois alcalines & la phénolphta- 
léine. Mais le changement mesuré au tournesol était toujours 
plus grand que le changement mesuré a la phénolphtaléine. 
Une moyenne de 20 observations sur des cultures d'ages variés 
me donne une augmentation d’alcalinité de 20,3 au tournesol, 
et une diminution d’acidilé de 10,8 4 la phénolphtaléine. 

D’un autre cdté, les cultures devenues moins alcalines ou 
acides au tournesol deyenaient toujours plus acides & la phénol- 
phtaléine; mais, dans ce cas, le changement indiqué par ce 
dernier réactif était toujours plus grand que par le premier. 
La moyenne de 18 observations me donne de méme un chan- 
gement vers l’acidité de 14,8 pour le tournesol, et de 18,3 pour 
la phtaléine. 

Ces résullats indiquent la formation d'un corps qui, ou bien 
est alcalin au tournesol, et neutre a la phtaléine; ou bien est 
acide a la phtaléine et neutre au tournesol; ou bien ces deus 
corps se forment a la fois. Il est difficile, dans l'état actuel 
de nos connaissances au sujet de la composition des phosphates 
du bouillon, de savoir ce qui se passe. Je ne tirerai pour ic 
moment de ces fails qu’une conclusion pratique. La production 
de toxine parait liée &l’augmentation d’alcalinité de la culture, 
et comme la marge des nombres donnés par le tournesol était 
plus grande dans ce cas qu’avec la phtaléine, je me suis décidé 
4 me servir de ce réactif, qui est en outre, nous l’avons vu, plus 
délicat que |’autre. 

Le bouillon dont je me suis servi était du bouillon de coeur 
de boeuf, conseryé comme l’indique M. Spronck, jusqu’a com- 
mencement de décomposition. On faisait alors une infusion a 
laquelle on ajoutait 2 0/0 de peptone de Witte, 0,5 0/0 de sel 
marin, etassez de soude (a moins que je n'indique le contraire), 
pour que l’alcalinité soit de 5a6c. c. par litre. Les cultures du 
bacille diphtérique dans ce bouillon ne devenaient jamais acides ; 
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elles subissaient, pourtant, une petite diminution d’alcalinité et, 
lorsqu’on les gélatinisait et qu’on y cultivait le B. coli, il y avait 
une petite quantité de gaz produit. I] y avait donc, surement, un 
peu de sucre dans le bouillon, mais en quantilés trés faibles. 


Il. — Degré dalcalinité du milieu de culture compatible 
avec la croissance du B. diphtérique. 


Les expériences, sur ce point, ont été faites de la fagon 
suivante : 

Dans une série de tubes, on mettait des doses variables d’une 
solution normale de soude, et on ajoutait ensuite assez de bouillon 
neutre pour que chaque tube contienne 5c. c. de liquide. Les 
doses d’alcali introduites correspondaient a des alcalinités 
de 10, 20, 30, 40, 50 et 60; apres stérilisation, on titrait de nou- 
veau et on constatait gu’il n’y avait eu aucune variation sen- 
sible dans l’alcalinilé; on ensemencait ensuite comme a lor- 
dinaire. Dans une autre série d’expériences, la soude était rem- 
placée par les produits alcalins du microbe lui-méme, recueillis 
par distillation. Dans les deux cas, le résultat a été le méme: 
culture facile jusqu’a lalcalinité 30, culture retardée pour l’alca- 
linité 40. Pas de culture pour les alcalinités supérieures. 


Ill. — Degré @acidité du milieu de culture compatible 
avec la croissance du B. diphtérique. 


Les expériences ont été faites comme celles qui précédent, 
sauf que les acidités produites élaient effectivement de 2,5; 5; 
7,5; 10; 12,5; 45; 17,5; 20. Dans une premiere série (A), 
Yacidité était produile par l’acide sulfurique; dans une seconde 
(3), par acide chlorhydrique; dans la série (C) on avait acidulé 
avec le produit filtré d'une ancienne culture du bacille diphté- 
rique en bouillon glucosé, qui avait atteint une acidité de 23, 
el qu'on avait ajoutée au bouillon neuf apres |’avoir évaporée a 
environ moilié de son volume. Dans tous les tubes stérilisés, on 
ensemengait ensuite le bacille diphtérique. Voici les résultats : 


Acidités. a ec a ee @ 
1 2 4 2 

Deo erect Culture. Culture. Culture. Culture. Culture. 

DiAQige ve Td. Id. Id. Id. Id. 

poe abasidereulte ihetade cult. Ret. de cult. Ret. decult. Ret. de cult. 
ADE ob Id. Trac. de cult. Id. ld. Id. 
1 OES tae ld. Pas de cult. Pas de cult. Id. Pas de cult. 
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Une acidité de 5 n’empéche donc pas la culture. Entre 5 et 
12,5, ily a retard el parfois arrét. Au-dessus, il y a arrét. 

J’ai cherché d’ou vientl’effet variable des acidités de 5a 12,5. 
Sur une gélatine dont lVacidité est comprise entre 5 et 7,5, le 
bacille croit uniquement a la surface ou dans son voisinage 
immédiat. La vie tres aérobie permet donc un développement 
la ou la vie moins aérobie le rendrait impossible. Je revien- 
drai sur ce point ; je remarque seulement, pour maintenant, 
que, pour certains degrés d’acidité, la culture n’est possible que 
lorsque le microbe reste a la surface. 

Lorsque l’acidité est au-dessus de 7,5, la culture superfi- 
cielle sur gélatine est impossible; et, néanmoins, on a eu des 
cultures dans un bouillon dont J’acidité atteignait 12,5. Mais, 
alors, j’ai toujours vu que la culture commengait sur un point 
de la couche liquide qui grimpe le long des parois du vase ; c’est 
de 1a qu’elle descendait sur le bouillon, qu'elle alcalinisait peu 
a peu. Une fois, le hasard ayant disloqgué une de ces cultures | 
en voile, les microbes sont tombés au fond et le liquide est resté 2 
acide. 

On peut donc admettre que la semence prélevée sur un milieu 
alcalin apporte avec elle assez d’alcali pour pouvoir neutraliser 
Vacide de la membrane tres miace de liquide qui tapisse la 
paroi, et que c’est ainsi que la culture s’étend de proche en 
proche. En faveur de cette idée, je puis ajouter que, lorsque 
la semence a été prise dans des cultures acides, il n’y a jamais 
eu culture, alors méme qu’on ensemenc¢ait soigneusement sur 
Ja paroi mouillée au-dessus du Jiquide. 

Cette explication a aussi pour elle les résultats d’expériences 
sur des gélatines acides, rendues concaves a la fagon des tubes 
d’Esmarch. Avec des acidités de 5, il y avait culture a la surface 
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eta 3 millim. au-dessous, le reste de la gélatine étant inalléré. 
Avec des acidités de 7,5, la culture était étroitement limitée a 
la surface ; avec une acidilé de 10, il n’y avait qu'une colonie 
sur la surface, pendant quil y avait multiplication abondante 
sur la membrane de gélatine restée adhérente aux parois du 
tube. Seulement, ces colonies se développaient trés lentement. 

La croissance ou |’arrét des cultures dans des bouillons dont 
l'acidité dépasse 5 dépend donc de la situation occupée par la 
semence, et des hasards qui peuvent la déranger. 


+ Sy) 


IV. — Influence du glucose sur la réaction des cultures 
du B. diphtérique. 


Roux et Yersin ont montré, en 1888‘, que les cultures du 
bacille diphtériqueen bouillon alcalin deviennent acides pendant 
quelques jours, puis redeviennent alcalines, pourvu que l’air 
ait un facile acces. 

On sait maintenant que ces variations ne sont pas cons- 
tanles, et dépendent beaucoup de la quantité de sucre présent 
dans le milieu de culture. Behring * avait vu gue certains 
bacilles, qui donnent des acides en présence du sucre, n’en don- 
nent plus en son absence, Théobald Smith, qui a beaucoup 
étudié ce sujet *, a trouvé de son cété que, sur 44 échantillons de 
bouillon examinés, 11 seulement étaient exempts de sucre. La 
leneur des autres variait entre une trace et 0,3 0/0. Dans ces 
bouillons ot le sucre manquait, ou était en proportions mini- 
mes, il n’a jamais observé de production d’acide par les microbes 
qui acidifient les solutions sucrées, tandis que ces microbes 
rendaient acides les bouillons contenant plus d’une trace de 
sucre, et l’acidité était temporaire ou permanente suivant la 
quantité de sucre présent. 

Tout cela est d’accord avec ce qu’on sait sur le mécanisme 
général de transformation des matiéres sucrées. M. Spronck ‘ 
a récemment insisté sur la présence du sucre dans la viande, 
et a rendu aux hactériologistes le service de leur apprendre que 

4. Ges Annales, t. Il, p. 633. 


2. Zeitschr. f. Hyg., 1893, p. 641. 


3. The Wilder quarter century Book. Ref. dans Centralbl. f. Bakt u. Parasit., 
t. XIV, 1893, et XVIII, 1893. 
4. Ces Annales, 1895, p. 758. 
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ce sucre disparait dans la viande conservée jusqu’a commen- 
cement de putréfaction ; le bouillon fait avec cette viande ne 
devient jamais acide. 

Park et Williams * ont étudié des cultures de bacille diphté- 
rique dans des hbouillons fails avec 14 différents morceaux de 
boeuf. Deux seulement donnaient des cultures qui devenaient 
acides d’une fagon permanente. Les autres donnaient rapide- 
ment une toxine puissante. 

Depuis la publication de Spronck, j’ai toujours fait mes 
bouillons par sa méthode, et, en les alcalinisant a5 ou 6 ¢. c. par 
litre, je ne les ai jamais vus devenir acides au tournesol sous 
Pinfluence du bacille diphtérique. Ils subissaient pourtant les 
premiers jours une petite diminution de l’alcalinité, et, en y 
ajoutant de la gélatine, et en y ensemengant le B. coli, il y avait 
toujours un peu de gaz, méme lorsque la viande était devenue 
putride avant d’étre mise en ceuvre. Comme, dans les mémes 


conditions, la gélatine peptone ne donne pas de gaz, on voit . 


qu'un commencement de putréfaction ne suffit pas toujours a 
faire disparaitre tout le sucre de la viande. 

Spronck a montré aussi que l’addition de 0,15 0/0 de glu- 
cose & du bouillon de viande vieille lui permet de devenir 
acide d’abord, alcalin ensuite, sous l’influence du bacille de la 
diphtérie, tandis qu’avec 0,2 0/0, les cultures sont acides d’une 
fagon permanente. J’ai fait sur le méme sujet un nombre con- 
sidérable d’observations qui ne sont pas absolument concor- 
dantes, parce que Jes variations d’acidité ou d’alcalinité ne 
dépendent sans doute pas uniquement des quantités de sucre 
présent, mais aussi d’autres circonstances, telles que la nature 
de la matitre azotée ou albuminoide apportée par le bouillon, 
ou encore l’agitation communiquée aux cultures au moment des 
prises d’essai. Dans leur ensemble, elles sont d’accord avec les 
résultats de Spronck et d’autres savants. L’acidité est tempo- 
raire pour de faibles doses de sucre, permanente pour des 
doses fortes. 

La plus forte alcalinité trouvée a été de 36, et le maximum 
tombe souyent au voisinage de 30, aprés 20 et 25 jours. J’ai 
vu, dans d’autres expériences, qu’en suivant plus longtemps la 
culture, l’alcalinité diminuait 4 nouveau, sans doute par évapo- 


4. Journal of exp. medecine. New-York, 1896. 
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ration. Nous avons vu, au § II, qu’une alcalinité de 40 n’arréte 
pas la culture, mais la rend seulement plus lente. Ce ne sont 
donc pas sans doute les produits alcalins formés qui arréteut la 
culture de Ja bactérie : il doit y avoir autre chose. 

La plus forte acidité a été de 22, chiffre qu'il ne faut pas 
attribuer ala bactérie seule, car nous avons vu que sa culture 
sarréte pour des acidités comprises entre 5 et 12,5. J’ai vu en 
effet que cette forte acidité provenait d’une concentration de la 
culture par évaporation dans |’étuve. 

Quand l’acidité n’est pas assez forte pour arréter la cullure, 
il est clair que celle-ci devient toujours alcaline. ll en résulte 
que le degré le plus élevé d’acidité transitoire marque la limite 
supérieure d’acide compatible avec la culture. Dans mes expé- 
riences, ce degré est de 13, chiffre qui est assez d’accord avec 
ceux qu’ont fournis les expériences du § III. 

Quant aux irrégularités dans la marche de ces expériences, 
elles paraissent inévitables quand on songe que les produits 
acides et alcalins sont formés simultanément, et que la réaction 
varie suivant ceux qui l’emportent. Théobald Smith (J. ¢.)a 
montré que les produits acides se forment en présence et en 
Vabsence de lair, et en quantités qui n’ont que peu de relations 
avec le degré de multiplication du bacille. Il a vu aussi que les 
produits alcalins se forment en proportion du développement du 
microbe. Dans le cas du bacille diphtérique, le développement 
est beaucoup plus abondant a la surface qu’ailleurs. De 1a résulte 
que tout ce qui déplace lacouche superficielle géne sa croissance 
et empéche la formation d’alcali, pendant que la formation 
d’acide se fait comme auparavant. L’agitation ou le repos peu- 
vent done suffire a rendre la méme culture acide ou alcaline. 

Cette déduction a été vérifiée par l’expérience. Deux cultures 
dans du bouillon contenant 2 0/0 de peptone ont été ensemen- 
cées et placées a l’étuve: une a été laissée en repos, et est deve- 
nue temporairement acide (5), puis, peu apres, alcaline. La 


seconde, agitée doucement mais d’une facon continue, a atteint 


un plus haut degré d’acidité (9) et est restée acide. 

De la glycérine et du lactose, ajoutés a du bouillon sans 
sucre, ont donné des produits acides sous l’influence du bacille 
de la diphtérie, et d’autres hydrates de carbone doivent agir de 
méme. (Th. Smith.) 
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Contrairement a ce qui arrive pour le B. coli et d’autres mi- 
crobes, le bacille de la dipthérie n’est pas détruit par lacide 
qu’il forme dans les cultures en présence du glucose. Des cultu- 


res acides m’ont fourni, apres plusieurs mois, des bacilles encore 
vivants. 


V. — Période & laquelle les cultures du bacille CL sont 
le plus toxiques. 


De récentes observations ont montré que les cultures de ce 
bacille sont toxiques beaucoup plus tot qu’on ne le pensait autre- 
fois. Spronck a obtenu des toxines puissantes apres 13 jours de 
culture, et Aronssohn aprés 8 jours. Park et Williams (I. c.) ont 
trouvé des quantités appréciables de toxine apres 4 heures et 
trés grandes apres 24 heures. Le maximum était atteint en 4 
a 7 jours. Ce maximum persiste quelques jours et diminue 


-ensuile rapidement, surtout quand un courant d’air passe dans 


le matras. Kossel ‘ a obtenu en deux jours une forte toxicité, 
qui a atteint sonmaximum en 5 jours, et a commencé a dimi- 
nuer apres dix. 

J’ai rassemblé mes résultats sur ce sujet dans le tableau qui 
suit, qui montre la toxicité de 3 cultures a différents ages. Ces 
cultures étaient faites en bouillon ot il n’y avait que des traces 
de sucre musculaire, et ou on avait ajouté assez de soude pour 
amener une alcalinilé de 6 c. c. par litre. Les cultures se fai- 
saient en surface dans de larges matras a fond plat. . 

Les cultures 2 et 3 différaient de la culture n° 1 en ce 
qu’elles étaient parcourues par un courant dair, et faites en 
présence de 0.15 0/0 de glucose. Pour éprouver la toxicilé, on 
prélevait de temps en lemps, avec une pipette. stérilisée, une 


“petite quantité de liquide qu’on filtrait a travers une petite 
-bougie de porcelaine. Une portion était injectée le plus tét pos- 


sible; une autre conservée en tubes scellés pour une nouvelle 


be tude. L’expérience a porté sur des cobayes dont le tableau 


donne le poids. A cété, on trouve la dose inoculée par kilo- 
gramme d’animal. 


4. Centralbl, f. Bakt., t. XIX, n° 95, 
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EXP. I. — BOUILLON SANS SUCRE, NON AERE 


Poids Dose 
du cobaye. inoculée. 


Résultats. 


Ap. 3 jours, alcalinité 45.. 270 0.2 Mort en 27 heures. 
; 220 0.45 Mort en moins de 48 heures. 
290 0.4 Mort en 5 jours. 
240 0.05 Nécrose; se rétablit. ‘ 
Ap. 8 jours, alcalinité 24,. 370 0.4 Mort en 42 heures. 
235 0.075 Mort en moins de 66 heures. 
370 0,05 Nécrose; se rétablit. 
210 0,025 Léger cedéme; se rétablit. 
; Ap. 43 jours, ‘alcalinité 35. 300 0.2 Mort en 27 heures. 
290 0.4 Mort en 27 heures. 
250 0.075 Mort en moins de 48 heures. 
250 0.05 Mort en 54 heures. 


EXP. II. — BOUILLON AVEC 0.15 0/0 DE GLUCOSE, AERE 


Poids Dose 


is : Résultats. 
i du cobaye. _inoculée. 
0 Ap. 8 jours, alcalinité 25.. 390 0.164 Mort en moins de 48 heures. 
a 290 0.4 Mort en moins de 48 heures. 
fa 857 0.08 Mort en moins de 120 heures. 
mc Ap. 43 jours, alcalinité 30. SPB) 0.4 Mort en moins de 66 heures. 
a 290 0.05 Nécrose. Mort en 3 semaines, 
io 
at, EXP. II]. — BOUILLON AVEC 0.45 0/0 DE GLUCOSE, NON AERE 
. Ap. 8 jours, alcalinité 4... 280 3.0 Mort en moins de 48 heures. 
320 2.0 Mort en moins de 74 heures. 
> 315 1.0 Mort en moins de 96 heures. 
i. La culture I, faite dans les conditions qui passent pour 
Ss élre les plus favorables 4 la production de la toxine, était, 


comme on voit, bien toxique au bout de 3 jours. En 8 jours, sa 
toxicité avait plus que doublé, et avait encore augmenté au 
bout de 13 jours. 

L’influence du courant d’air ne ressort pas clairement de la 
comparaison des expériences II et JIL. Les différences d’alcali- 
nité et de toxicité sont trop grandes pour étre altribuées a l’in- 
a fluence de lair. Il a diy avoir quelque dérangement dans la 
P. pellicule superficielle de la culture IL. 

i La toxicité des cultures I et If, qui était pratiquement la 
a, méme apres 8 jours, était tres différente apres 13 jours, ayant 
augmenté dans un cas et diminué dans l’autre. Cette diminu- 
‘ tion dans la culture aérée est d’accord avec l’observation, déja 
F mentionnée, de Park et Williams, et peut étre attribuée soit a 


<a 
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une plus rapide oxydation de la toxine, soit a la perte de quelque 
poison volatil, 

Ces expériences s’accordent avec celles de Spronck, d’Aron- 
sohn, de Park et Williams, de Kossel, pour prouver que les 
cultures, dans des conditions favorables, peuvent devenir toxi- 
ques les tout premiers jours, et atteindre leur maximum & la 
fin de la premiere ou de la seconde semaine. Lorsque les cir- 
conslances sont moins favorables, soit que le bouillon contienne 
un peu de sucre musculaire, soil particulitrement quand il y a 
quelque cause de dislocation, la toxicilé se produit plus tard. 
Tel parait avoir été le cas dans les expériences de Roux et 
Yersin, ou le bouillon contenait un peu de sucre. 


VI. — Relation entre Valcalinité et la toxicité des cultures de 
bacille diphtérique a différentes époques. 


Roux et Yersin ont vu que ces cultures étaient peu toxiques 
aussi longtemps qu’elles restaient acides. Mais comme ils ont 
montré aussi que des cultures, tres toxiques a 1’état alcalin, 
devenaient inoffensives quand on les saturait avec de l’acide 
lactique ou lartrique, et reprenaient leur activité quand on les 
rendait 4 nouveau alcalines, on peut se demander si, dans les 
cultures acides, la toxine présente n’est pas masqueée. Il y avait 
un moyen de le voir. C’était de les rendre alcalines et de les 
injecter. Une expérience comparative faite dans ces conditions, 
sur des cochons d’Inde, avec de fortes quantilés de la méme 
culture acide et alcalinisée, m’a montré que Jalcalinisation 
n’amenait aucune différence. L’innocuité des cultures acides 
ne tient donc pas a ce que la toxine y est masquée par la pré- 
sence d’un acide. 

Une exception existe pourtant a cetle régle al’égard des cul- 
tures qui ne restent acides qu’un court intervalle de temps, et 
qui sont sur le point de redevenir alcalines, car Park et Wil- 
liams y ont trouvé des quantités appréciables de toxine. L’appa- 
rilion de la toxine précéde donc de trés peu ou accompagne 
Vapparition de l’alcalinité. 

Les tracés qui suivent permettent de comparer l’alcalinilé et 
le pouvoir toxique de deux cultures a différentes époques. Les 
abscissessont des jours, les ordonnéesfigurent!’alcalinité évaluée a 
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la facon ordinaire, et latoxicité représentée par le poids d’ani-_ 
mal que peut tuer, en 48 heures, 1 c. c. dela culture filtrée. 
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On voit que l’alcalinité et la toxicilé s’accompagnent pendant 
les neuf premiers jours, et que l’alcalinité peut presque servir 
de mesure a la toxicité, si bien que, dans les essais, la mesure 
de l’alcalinité peut renseigner sur le choix de la dose a injecter 
@ un animal. - 

« Tl est &peine nécessaire de dire que ce nest pasla substance 
alealine qui est la toxine : celle-ci est détruile par un chauffage 
de vingt minutes & 100° (Roux et Yersin), ce qui ne change rien 
a l’alcalinité. On peut, du reste, séparer par distillation la sub- 
stance alcaline, et s’assurer qu’elle est sans action sur le cobaye. 
Il semble pourtant que toxique et alcali marchent de pair, et que 


quand le parallélisme cesse, c’est qu'il y a destruction (oxyda- 
tion) de la toxine. 


VII.-— Conclusions. 


Le bacille diphtérique peutpousser dans des milieux acides ou. 
alcalins. Les. limites. d’alcalinité compatibles avec la culture 
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sont de 40 a 50 c. c. dalcalinormal par litre; les limites d’acidité 
sont de 6413 c. c. d’acide normal par litre. 

Pour des milieux liquides dont l’acidité est comprise entre 
6 et 13, la culture n’est possible que lorsque la semence arrive 
dans la pellicule superficielle de liquide qui grimpe le long des 
parois du vase. 

Les cultures en bouillon alcalin ne deviennent pas acides, a 
moins qu’il n’y ait du sucre, d’autres hydrates de carbone ou de 
de la glycérine. Le degré d’acidité atteint dépend de la quantité 
de glucose présente, et aussi de Vintégrité de la pellicule qui, 
une fois disloguée, est génée dans la formation des produitsalca- 
lins. Lorsquil y a0,2.a 0,4 0/0 de glucose présent, dans un 
bouillon dont Valcalinité initiale est de 5a 6, Vacidité peut 
monter entre 5 et 13. La culture peut alors continuer et deve- 
nir a nouveau alcaline. Mais la plus légére agitation suffit alors 
a arréter sa croissance, et ala rendre acide d’une fagon perma- 
nente. La présence de 0,45 0/0 de glucose et méme plus, dans 


un bouillon de culture dont l’alealinité estde5 a6, le rend acide 


d'une facon permanente. 

Le passage d’un courant d’air a la surface des cultures s’est 
montré sans influence sur la formation des produits alcalins ou 
de la toxine. 


Les cultures faites dans de bonnes conditions deviennent vite 


toxiques, et atleignent leur maximum en une huitaine de jours. 
Les cultures dont le développement n’a pas été arrété parune 


excessive formation d’acide demeurent toujours alcalines. Le 


maximum d’alcalinité observé a été de 36. 
La marche du développement de la toxine est & peu pres 


paralléle 4 celle des produits alcalins, au début de la culture. | 


L’alcalinité peut donc servir 4 apprécier la toxicité. Vers le mi- 


lieu de la seconde semaine, le pouvoir toxique peut diminuer | 


et ’alcalinité augmenter. Puis l’alcalinité diminue & son tour. 
Les produits alcalins peuvent étre séparés par distillation, 
et n’ont aucune action sur le cobaye. 


Pour une rapide production de toxine, il est trés important | 


que les cultures soient dans un parfait repos, surtout lorsque le 
bouillon contient plus que des traves de glucose. 


CONTRIBUTION A L'ETUDE DE L’AMYLOMYCES ROUXII 


DE LA LEVURE CHINOISE 
ET DES MOISISSURES FERMENTS DE L’AMIDON 


Par M. J. SANGUINETI 


Licencié és sciences, préparateur 4 l'Institut Pasteur de Lille et 4 la Faculté des Sciences. 


(Travail fait au laboratoire des fermentations de l'Institut Pasteur de Lille.) 


On connait actuellement un certain nombre de moisissures 
qui possédent le pouvoir de saccharifier et de faire fermenter 
Yempois d’amidon. 

La plus anciennement étudiée est l’aspergillus orize qu’em- 
ploient les Japonais pour la fabrication de leur saké ou biere de riz. 
Ahlburg, puis Atkinson* et plus récemment Takamine* ont 
publié d’importants travaux a son sujet. 

M. Gayon, en 1887, a étudié? le mucor alternans dont l’énergie 
saccharifiante est moindre que celle de l'A. orizw, mais dont le 
pouvoir ferment est plus considérable. 

D’autres moisissures, appartenant a peu pres toutes au groupe 
des mucors, el qui présentent, a des degrés divers, les mémes 
propriétés, ont été également signalées. Tels sont : les mucors 
circinelloides et spinosus (Gayon); Vamylomyces Rouxii, de la le- 
vure chinoise (Calmette); le chlamydomucor orize, de Prinsen 
freerligs; Paspergillus Wentii, du soja javanais. 

La derniére en date, l’Eurotiopsis Gayoni, a fait Vobjet dune 
étude publiée dans ces Annales par M. Laborde. (Janvier 1897.) 

Quelques-unes de ces mucédinées sont employées dans les 
industries de fermentation. On utilise, par exemple, A Java le 
chlamydomucor orize pour la fabrication de l’alcool de mélasses, 

4. Moniteur scientifique, 4882, t. XXIV, p. 7. 


2. Brevet n° 241323 du 41 septembre 1894, 
3. Annales de la science agronomique francaise et étrangére, t. I, 1887. 
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et lA. Wentii pour la préparation d’un condiment spécial, le soja, 
dont la base est constituée par une sorte de haricot. 

Au Japon, l’A. oriz@ sert a préparer un ferment particulier, 
le kéjt, que les Japonais emploient pour saccharifier le riz cuit, 
quils font fermenter ensuite avec la levure, pour en obtenir le 
sake. 

La quantité d’aleool qu’on obtient dans cette préparation est 
trés faible par rapport a celle de l’amidon mis en ceuvre. 

D’aprés les nombres indiqués par Atkinson dans son travail, 
la proportion d’alcool est a peine de 50 0/0 de la quantité qu’on 
devrait obtenir pratiquement. 

Nous insisterons plus loin sur les causes de ce déficit; disons 
cependant que, dans nos expériences de laboratoire, la perte a été 
de 40 0/0, malgré toutes les précautions prises en vue de la 
diminuer le plus possible. 

M. Takamine a proposé et fait breveter en 1894 l’emploi 
industriel du Adji ou de VA. orize en Europe, pour la sacchari- 
fication des grains en brasserie, distillerie, fabrique de levures. 

L’usage de celle moisissure n’a pas réalisé les espérances 
concues par son promoteur, et on a dt l’abandonner pour les 
raisons suivantes : 

(a) Les propriétés comburantes de ]’A. orize sont tellement 
énergiques qu'il détruit beaucoup trop vite une grande partie 
du sucre formé aux dépens de l’amidon; le rendement obtenu 
par la saccharification des grains est, par suite, tres insuffisant. 

(b) L’A. orize peptonise avec une grande énergie les albu- 
mines yvégétales et dépouille rapidement les dréches de presque 
toule leur teneur en azote. Il en résulte que celles-ci perdent 
toute valeur alimentaire. 

Au Japon, ot la matitre premiere et la main-d’cuyre sont a 
tres bas prix, et ou le malt d’orge et l’acide sulfurique coutent 
tres cher, l’emploi du k6ji pour la fabrication de l’alcool est rela- 
tivement rémunérateur. En Europe, les conditions sont tres diffé- 
rentes, et utilisation de cette moisissure ne présenterait que des 
inconvénients. 

En 1892, dans ces Annales, le D" Calmette, alors directeur de 
l'Institut bactériologique de Saigon, a décrit une autre mucé- 
dinée que Jes Annamites, les Cambodgiens et les Chinois em- 
ploient pour la fabrication des vins et alcools de riz. Iil’a appelée. 
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Amylomyces Rouxii. M. Costantin a bien voulu la déterminer au 
point de vue botanique, et a reconnu qu'elle devait étre rangée 
dans le groupe des mucors. 

Sur les conseils de M. Calmette, nous avons repris a |’In- 
stitut Pasteur de Lille l'étude de cette plante, dont les caracteres 
biologiques seuls avaient pu étre nettement délerminés. 

L’intérét qu’elle présente par ses propriétés saccharifiantes 
et fermentatives est beaucoup plus grand que celui des autres 
Moisissures que nous avons cilées jusqu ici, parce qu’elle est 
douée d’un pouvoir comburant relativement faible. On pouvait, 
par suite, supposer que, & cause de.la facilité avec laquelle elle 
se cullive sur les milieux méme tres pauvres en azole, elle pré- 
senlerait quelques avantages permettant, sinon de lemployer 
dans nos pays pour la fabrication de l’alcool de grains, du moins 
de Vutiliser pour l’exploilation des vinasses de distillerie et de 
fabriques de levure. 

Nous avons constaté en effet que l’amylomyces se développe 
avec une grande vigueur dans les vinasses et que, dans ce milieu, 
il saccharifie et fait fermenter, et permet par suite de récupérer 
les quantités d’amidon et autres substances hydrocarbonées non- 
utilisées par la levure pour la production de alcool. 

Dans le présent travail, nous nous sommes proposé tout 
d’abord de faire une étude comparative des trois moisissures 
dont le pouvoir ferment et le pouvoir saccharifiant sont le plus 
considérables : 

Laspergillus orize du k6ji, Je mucor alternans et Vaniylomyces 
Roux. 

L’aspergillus orize dont nous nous sommes servi proyenait 
de semences envoyées du Japon & M. Calmette par M. le 
D' Harmand, ministre plénipotentiaire de France a Tokio. Ces 
semences sont parvenues sous deux formes : 

1° A l’état de poudre, constituée par des spores de couleur 
brun foncé, mélangées d’une assez grande quantité de limaille 
de fer; 

2° A état de kdji sec. Sous cette forme, l’A. oriz@ est con- 
servé en mycélium a la surface de grains de riz décortiqué. 

Nous avons isolé par la méthode des plaques de Pétri, sur 
mott de touraillon et de glucose gélatiné, plusieurs colonies 
provenant soit de k6ji sec, soit des spores. Nous nous sommes 
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assuré qu’elles présentaient bien les caractéres de l’A. orize et, 
pour nos expériences, nous avons choisi une plante dérivée 
d’une colonie unique. 

Nous avons fait de méme pour le mucor alternans dont nous 
devions la culture d’origine 4l’obligeance de M. Gayon. 

Quant 4 Pamylomyces, nous avions a notre disposition les 
spécimens rapportés d’Indo-Chine en 1893 par M. Calmette et 
entretenus depuis par ses soins '. 

Les trois mucédinées ont été cullivées dans les mémes con- 
ditions de température a l’étuve a 30° et dans les milieux sui- 
vanls : 

1° Kau de levure stérilisée a 120°, reconnue exempte de 
sucrase, additionnée d’amidon, de dextrine, de saccharose ; 

2° Moat de brasserie; 

3° Mout de distillerie de grains; 

4° Vinasses de distillerie de grains. 

L’action de chaque plante sur les principaux hydrates de 
carbone a été éludiée en choisissant comme milieu minéral et 
azolé l’eau de levure. Nous avons reconnu en effet que ce liquide 
convient tres bien au développement de chacune d’elles, tandis 
que d’autres milieux artificiels, le liquide Raulin par exemple, 
leur était tres inégalement propice. L’A. orize et le mucor aller- 
nans y croissent avec assez de vigueur, mais l’amylomyces n’y 
végete que tres péniblement. 

Nous n’avons pas étudié l’action de ces trois moisissures sur 
le glucose parce que cette action a été déterminée déja par des 
travaux antérieurs et qu’elle ne présente aucun intérét pratique 
industriel. 


EXPERIENCES AVEC L EAU DE LEVURE 


1° Amidon. — Desballons de 1,500c.c. de capacité, renfermant 
chacun 15 grammes d’amidon et 500 c. c. d'eau de levure, ont 
été chauffés au bain-marie bouillant pendant une demi-heure, 
pour commencer la transformation de l’amidon en empois, puis 
portés 4 l’autoclave a 120° pendant le méme temps. 

Apres refroidissement, on a ensemencé 2 ballons avec 


1, Voir pour l’étude biologique de l’'amylomyces, ces Annales, 1892, p. 604. 
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ape A. orizew, 2 avec le mucor alternans, 2 avec V’amylomyces ; un 
tS seplieme ballon était conservé comme témoin. 
e. L’analyse a été faite apres 10 jours d’étuve a 30°. Chaque 
Be jour, matin et soir, les ballons étaient agités pour empécher les 
“me plantes de former des spores aériennes. 
Pour chaque moisissure, on a noté: 
; 1° Le poids de plante apres essorage, lavage a l’eau distillée 
ee: et dessiccation a basse température ; 
* . 2° L’extrait sec a 100°; 
es 30 L’acidité totale calculée en acide sulfurique; 

4o L’alcool, & Valcoométre et au compte-gouttes de M. Du- 
claux ; 
i 5° Le sucre réducteur par la liqueur Fehling (méthode de 
Ba Soxhlet) ; 
a 60 La déviation polarimétrique; 
| 7° Le pouvoir réducteur total aprés saccharification par HCl; 
me 8° La perte en alcool, ou différence entre l’alcool obtenu et 
‘ celui qu’on devrait oblenir pratiquement d’apreés les nombres de 
M. Pasteur. 
4 Les nombres sont des grammes. 
Le tableau ci-aprés donne les résultats obtenus. 


: 

a EAU DE LEVURE ET AMIDON 

is 3 Mucor 

‘ Témoin, A. orize. Amylomyces. 
; alternans. 

F ; gr. gr. er. gr. 
a. Bordsiderplantenenercame deren tie » 2.081 0.667 2,080 
s Extrartisecro 00° ere: 19.00 5.20 6.27 4.50 

Acidité totale en SO*H?,.,....,., 0.427 0.670 0.980 0.660 
2 Alcool en’ puids gnc senses ve » 2.77 1.58 3,96 
ti Sucre réducteur (en glucose).... » 1.30 traces traces 
a Sucre réducteur total aprés sac- 
a charification par H(].......... 16,67 2525 2,99 3,00 
Perte en alcool pour 0/0 d’amidon. » 40 0/0 46 0/0 95 .7 0/0 
a Des chiffres indiqués par ce tableau, nous pouvons tirer les 


conclusions suivantes : 


a meer te es 
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Dans le mélange d’eau de levure et d'empois d’amidon, 
YA. orize donne moins d’alcool que l'amylomyces, mais il en 
donne plus que le mucor alternans. Il laisse moins de sucre 
réducteur total. 

L’amylomyces développe moins d’acidité que les deux autres 
moisissures. Il donne plus de sucre, plus d’alcool, avec une 
perte bien plus faible en alcool. 

2° Dextrine. — Nous avons étudié l’action de 1'A. orize, du 
mucor alternans et de Vamylomyces sur la dextrine, en opérant 
exactement dans les mémes conditions que celles qui ont été 
décrites ci-dessus pour l’amidon. 

Chaque ballon de 500 c. c. d’eau de levure contenait 
15 grammes de dextrine reconnue exemple de sucre réducteur. 

L’analyse effectuée apres 10 jours de fermentation nous a 
donné les chiffres suivants : 


EAU DE LEVURE ET DEXTRINE 


Mucor 
Témoin. A. orize. Amylomyces. 
alternans!. 
neo | EEE ES | 
gr. gr. gr. er. 
Bordsedeaplantenrmivers inset > 1.666 0.793 4.071 
Xr aie secede 10 02mera deme crass 20.00 6.48 8,28 9.356 
Acidité totale en SO‘H?......... 0.447 0.363 0.176 0.392 
ATC OOMODEPOIAS hres sit erat. ene » 4.43 3.72 2.75 
Sucre réducteur (en glucose).... 4 25 traces 0.43 0.42 
Sucre réducteur total aprés sac- 
charification par HCl......... A851 4,93 4.54 6.50 
Perte en alcool pour 0/0 de dex- : 
UTIN Che esters: - Sale d Sn nS ONCE » 48 0/0 30 0/0 30 0/0 


Dans l'eau de levure dextrinée, c’est le mucor alternans qui 
donne la plus forte quantité d’alcool, et cependant il donne un 
développement de plante beaucoup moins abondant que l’amylo- 
myces et lA. orize. La perte en alcool est la méme pour le 
mucor alternans et l’'amylomyces. — L’amylomyces attaque la dex- 


4. Les nombres que nous avons trouvés pour le mucor alternans concordent 
exactement avec ceux indiqués dans le mémoire de MM. Gayon et Dubourg sur 
la fermentation alcoolique de la dextrine et de Pamidon par les mucors. 


J 
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trine avec moins d’énergie que 1]’A. orize et le mucor allernans. 
3° Saccharose. — M. Gayon ayant montré que le mucor alter- 


‘nans ne secrete pas de sucrase et ne fait pas fermenter le saccha- 


rose, nos expériences avec cet hydrate de carbone ont porté 
exclusivement sur 1’A. oriz@ et Vamylomyces. 

500 c.c. d’eau de levure ont été additionnés de 10 0/0 de 
saccharose. 

Déja, trois jours apres l’ensemencement, nous constations 
que les ballons contenantl’A. orize seuls étaient entrés en fermen- 
tation. L’amylomyces se développait péniblement, comme dans 
Yeau de levure, sans addition d’aliments hydrocarbonés. 

Au bout de 10 jours, analyse du liquide fermenté par 
VA. orize a donné les résultats suivants : . 


KAU DE LEVURE ET SACCHAROSE 


Témoin. A. orize. 


Poids de plante cs 
Extrait sec a 100° 50.5 

Os 
Alcool en poids....... hie easerere laa 


Te 
.95 glucose. 


Sucre réducteur (en glucose) .... 


.06 lévulose. 
Saccharose 
Deéviation polarimétrique 


Perte exprimée en alcool 


L’A. orize a completement interverti le saccharose, car on 
n’en a plus retrouvé aucune trace dans le liquide restant. 

Une faible partie de l’alcool formé a été bralée par la plante, 
car la fermentation a duré trop peu de temps. 

L’étude des acides volatils effectuée d’apres la méthode de 
M. Duclaux nous a donné une courbe indiquant que nous avions 
affaire 4 un mélange d’acide formique et d’acide acétique. 

Les sucres réducteurs restant dans le liquide sont un mélange 
de glucose et de lévulose, avec prédominance de ce dernier. Le 
lévulose présente donc une résistance trés grande A l’action fer- 
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mentative de l’A. orize. C’est 1a un fait intéressant; on sait déja 
que ce sucre est difficilement transformé par les levures (Dubrun- 
faut, Bourquelot, Gayon et Dubourg) et méme par les microbes 
(B. orthobutylicus de Grimbert). 

L’amylomyces, dans l’eau de levure sucrée, ne produit aucune 
fermentation; il ne sécréte pas de sucrase et laisse intact le 
saccharose. 

Pour nous assurer de ce fait, nous avons effectué les expé- 
riences suivantes : 

1° Dans un cristallisoir & recouvrement contenant 500 c. c. 
d’eau sucrée & 4 0/0 stérile, nous introduisons une plante 
entiére bien développée et débarrassée de toute trace de sucre 
réducteur par des lavages répétés a l’eau stérile. 

Nous laissons la plante en contact pendant 24 heures a la 
température de 28°. 

L’analyse indique que le saccharose est resté intact ; 

2° Une deuxiéme expérience exécutée dans les mémes condi- 
tions que la précédente, mais avec une durée de contact de 
48 heures, donne le méme résultat. 

Nous pouvons donc conclure que l’amylomyces, comme le 
mucor alternans, ne sécrete pas de sucrase et ne fait pas fer- 
menter le saccharose. 


EXPERIENCES AVEG LES MOUTS DE BRASSERIE ET DE DISTILLERIE DE 
GRAINS 


Les aliments hydrocarbonés entrant dans la composition des 
motts de brasserie et de distillerie de grains sont a peu pres les 
mémes. Nous avons jugé utile de les employer simultanément 
pour la culture de nos trois moisissures, & cause de leur impor- 
tance dans les industries de larégion du Nord. Ces motts renfer- 
ment un mélange de maltose et de dextrine avec une trés faible 
proportion d'amidon soluble '. 

Les expériences ont porté sur un litre de mout. La marche 
de la fermentation a été identique pour les trois séries d’expé- 
riences. Les plantes se sont abondamment développées et une 
agitation répétée réguligrement 2 fois par jour suffisait a peine, 
pour 1A. orize, ’ empécher la formation de spores aériennes. 


4. Le mouit de distillerie de grains que nous avons employé provenait d’une 
usine oti l’on travaille le seigle et le mais par le malt vert. 


aa 
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Nous voyons que ¢ ‘est l'amylomyces qui fournit le plus 
d’alcool et qui donne les pertes les plus faibles. Nous lui retrou- 
vons ici les mémes avantages qu’il présentait déja dans l’eau de 
levure amidonnée et dextrinée. 

Le mucor alternans vient en seconde ligne pour les propriétés 
fermentatives. 

Quant al’A. orize, dont la végétation est extraordinairement 
riche, nous constatons qu’il épuise 4 peu prés complétementson 
milieu de culture, mais son pouvoir comburant est si énergique 
qu’il détruit, au fur et a mesure, la plus grande partie de l’alcool 
formé. 

Apres fermentation, la teneur des moitts en dextrine est tres 
faible avec les trois moisissures. Il est 4 remarquer que le mucor 
alternans fait disparailre presque totalement cet hydrate de car- 
bone. M. Gayon avait déja observé le méme phénoméne. 

Dans les expériences ot nous n’avions fourni a ce mucor que 
de la dextrine comme substance fermentescible, il n’en avait 
pourtantpas été de méme : nous devons donc supposer que cette 
moisissure, trouvant dans les deux moiits une plus grande pro- 
portion de matiéres assimilables, sécrete plus de dextrinase et, 
par suite, attaque plus complétement la dextrine. 

Il est intéressant d’observer que, dans le mout de distillerie, 
la quantité de dextrine restante est proportionnellement plus 
grande que dans le mout de brasserie. Nous expliquons cette 
différence par ce fait que le moit de distillerie présente une 
acidité plus forte qui géne l’action de la dextrinase. 

En étudiant l’action de l’Eurotiopsis Gayoni sur le moul de 
bitre, M. Laborde‘ a trouvé que cette mucédinée peut fournir 
jusqu’a 4,6 0/0 d’alcool en laissant un résidu de 0,5 0/0 de 
matiéres saccharifiables. L’Eurotiopsis se comporte done dans ce 
milieu a peu pres comme le mucor alternans. 


EXPERIENCES. AVEC LA VINASSE DE DISTILLERIE DE GRAINS 


Apres avoir étudié l’action des trois moisissures sur ]’amidon, 
la dextrine et les modts industriels, il nous a paru intéressant 
de les culliver parallélement sur la vinasse de distillerie, qui 


1. Laporve, Thése de doctorat és sciences, Paris, 1896, 
48 
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n’est aulre chose ‘que le résidu de l’action de la levure Bleonugue 
sur ces mouts. . 
Les chiffres que nous avons trouvés prouvent que celte étude 
présentait un intérét pratique tres considérable. 7 
-Particulitrement en ce qui concerne l’amylomyces, nous avons 
constaté que, par la cullure de cette plante, on peut extraire des 
vinasses une quantité @’alcool qui, aprés déduction des frais de 
récupération, laisse au distillateur un bénéfice important. 
De plus, le liquide dans lequel !’ amylomyces a végélé possede, 
a tres peu pres, la méme valeur agricole. 
La vinasse que nous avons employée provenait d'une distil- 


lerie ot les grains (mais et seigle) sont travaillés par le malt 


vert. 

Son acidité totale exprimée en acide sulfurique variait 
entre 3 et 4 grammes par litre. Pour permettre le développement 
de nos moisissures, nous la ramenions de 0#',5 a 1 gramme par 
litre au maximum, avant stérilisation, au moyen d’un lait de 


chaux, 


Dans ces conditions, les plantes y végétaient parfaitement. 

Le tableau ci-dessous indique les résultats que nous avons 
obtenus apres un mois de culture, temps nécessaire pour que les 
plantes cessent de se développer. 


VINASSE DE DISTILLERIE DE GRAINS 


Mucor 
Témoin. A. ovize: Amylomyces. 
alternans. 

, gr. gr. gr. gr. 
Boidsid eyplantepmre sere ieee » 4.465 3,730 4.323 
Bxthaltesechas! 00S titer ...| 33,46 15,48 16.80 20.80 
Acidité totale en SO‘H?......... 1.166 0.200 0.300 840 
AICOOleNnEpOld seein » traces 2.66 1.58 
Sucre réducteur (en glucose) .... 3,33 traces traces traces 
Sucre réducteur total aprés sac- 

charification par HCl.......... 16.60 2.49 2.50 5.00. 
Azote: totalene se mace je tee 0.620 0.300 0.415 0.487 
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La vinasse constituant un milieu trés pauvre en substances 
nutritives, l’A. orizw y brale au fur et & mesure tout l’alcool 
auquel il donne naissance, et fait disparaitre la plus grande 
proportion @’azote, 

L’amylomyces laisse moins d’alcool, mais plus d’azote et 
d’hydrates de carbone non transformés que le mucor alternans, 

L’acidilé totale a diminué dans les trois cas. Or, dans toutes 
nos expériences précédentes, il y avait toujours augmentation. 

Nous expliquerons ce fait en faisant remarquer que la pau- 
vrelé du milieu oblige les moisissures, pour se développer, a 
utiliser toutes les substances capables de servir 4 leur nutrition, 
y compris I’alcool et les acides organiques qui s’y trouvent. 

Iln’en était pas de méme quand elles avaient a leur disposition 
une grande réserve de matieres hydrocarbonées : les acides 
formés pendant la fermentation restaient intacts et étaient 
retrouvés a l’analyse. 

St, au lieu de prolonger la culture pendant un mois, nous 
laissons Pamylomyces se développer dans la vinasse pendant un 
temps moins long, on constate que la quantité d’alcool formé 
est autrement importante que celle obtenue précédemment. 

Déja, apres 6 jours, nous pouvons récupérer 12 c.c. d’alcool 
par litre de vinasse. 

Apres 10 jours, la quantité d’alcool commence a diminuer : 
la plante le brile faute d’autres aliments. 

Des expériences effectuées industriellement dans la fabrique 
de levires de M. A. Collette, & Seclin (Nord), en opérant sur 
des cuves de 300 hectolitres de vinasse, ont donné sensiblement 
le méme rendement en alcool qu’au laboratoire, apres six jours 
de fermentation. 

Nous donnons ci-dessous l’analyse d’une vinasse apres ce 
temps de fermentation par lamylomyces, afin de pouvoir com- 
parer avec les résultats indiqués précédemment. 
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VINASSE DE DISTILLERIE DE GRAINS 


Témoin. Amylomyces. 


; gr. 
Rotdsvderplanten: an-nicae cece eine mieet » 4.600 
foxtrait Seca 100° oo. .2,.<cs osc ccomace enter yeaa 43.56 22.80 


ALCOO); CN Poids veven:.qhacuseai-maicies ancl atey aes oearete » 9.51 


Sucre réducteur (en glucose)...............-+. 4,84 1.54 


Sucre réducteur total aprés saccharification 
}ER eT a (G AC Sacco oncties hearer ocnaonocoAecoac 27.27 4.80 
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CONCLUSIONS 


En résumé, l'étude comparative que nous avons faite de 
Vaspergillus orize du kéji, du mucor alternans de M. Gayon, et de 
Vamylomyces Rouxti de la levure chinoise, nous améne a conclure : 
1° Que ces trois mucédinées possedent un pouvoir sacchari- 
fiant tres énergique. Celui de |’A. orize est le pius intense, 
a Vamylomyces vient en deuxiéme ligne, puis le mucor alternans ; 
Be ' 2° Que lamylomyces, dans tous les milieux étudiés, est celle 
By des trois moisissures ferments de !’amidon qui, dans le méme 
Be temps, laisse le plus d’hydrates de carbone non transformés, 
ae parce que son pouvoir comburant est beaucoup moindre; 
3° Que lamylomyces a un pouvoir ferment plus considérable 
2 que les deux autres et que, grace a ses propriétés comburantes 
, beaucoup plus faibles, il est seul susceptible d’étre utilisé prati- 
quement dans l'industrie, soit pour la fermentation directe des 
matiéres amylacées, soit pour l'utilisation des vinasses de 


distillerie. : 
C’est pourquoi nous avons jugé utile d’entreprendre une 
a étude plus compléte de cette moisissure. Nous en publierons les 
Ps résultats prochainement. 


RECHERCHES SUR L'IMMUNITE DANS LE CHOLERA 


PREMIER MEMOIRE 


Steet AGGLUTINATION 
Par te Dt A, TAURELLI SALIMBENI 


(Travail des laboratoires de MM. Metehnikoff et Roux.) 


I 


Dans un mémoire inséré dans ces Annales (juin 1895), 
M. Bordet avait montré que lorsqu’on mélange in vitro une 
quantité suftisante de sérum préventif 4 une émulsion de vibrions, 
ceux-ci s'immobilisent et se réunissent en amas flottants dans 
le liquide. 

Tout en reconnaissant a M. Bordet le mérite d’avoir le pre- 
mier observé ce phénoméne, M. Gruber, dans une série d’articles 
parus l’année derniére, lui reproche de ne pas en avoir saisi la 
portée. En collaboration avec M. Durham, il répéte cette expé- 
rience dont il fait une description minutieuse et trés exacte, et 
constate en outre que le bacille d’EKberth et le bactérium coli, 
mis in vilro en présence de leurs sérums préventifs, se compor- 
tent comme le vibrion cholérique. Pour lui, ce phénomene, qu'il 
appelle agglutination, est du a des substances spécifiques, les 
agglutinines, qui se rencontrent dans le sérum des animaux 
vaccinés; et, se basant sur la spécificité de ces substances, il 
propose l’agglutination comme moyen de diagnostic des micro- 
bes mentionnés ci-dessus. 

Nous ne voulons pas discuter ici les objections élevées sur 
ce point par M. Bordet et M. Pfeiffer; ce qui nous intéresse 
surtout, c’est d’une part l’interprétation donnée par Gruber a 
agglutination, et d’autre part les déductions qu'il en tire pour 
expliquer le mécanisme de l’immunité active et passive. 

Ce savant admet que, sous l’influence des substances aggluti- 
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nantes contenues dans les sérums immunisants, la membrane 
des microbes gonfle et devient visqueuse; ce qui permet a 
ceux-ci de s’immobiliser et de se réunir en amas. 

Il constate encore que la destruction des microbes soit in vitro, 
soit dans le corps des animaux aclivement ou passivement 
immunisés, est produite par l’action combinée des agglutinines et 
des alexines; la substance agglutinante, en modifiant la mem- 
brane, permettrait la pénétration du corps des bactéries par les 
alexines, auxquelles seules incomberait en définilive la destruc— 
tion des mibrobes. 

M. Pfeiffer’ et M. Bordet’ ont objecté que l’examen, 4 l'état 
frais el dans les préparations colorées, des microbes agglutinés, 
ne permet de relever aucun changement ni dans leur forme ni 
dans leur réaction vis-a-vis des matiéres colorantes, et que par 
suite celle prétendue modification de la surface microbienne 
reste tout a fait hypothétique. 

M. Gruber, d’ailleurs, n’a publié aucune expérience démon- 
trant d’une fagon nette le fait fondamental qu’il affirme, savoir 
que cette réaction, siévidente in vitro, se produit également dans 
lorganisme des animaux vaccinés. 

Au cours de nos recherches concernant la question de l’im- 
munité, recherches que nous poursuivons depuis quelque temps, 
nous n’avons rien observé qui justifie Passertion de M. Gruber ; 
au contraire, certains faits nous ont paru de nature a l’in- 
firmer. 

En étudiant ce que deviennent les vibrions cholériques 
injectés sousla peau d'un cheval fortement immunisé, nous avions 
pu constater en effet que le phénomene de l’agglutination ne se 
produisait pas dans les tissus, et apparaissait postérieurement 
plus ou moins vite, quelquefois méme sous les yeux de l’ob- 
servateur, dans les goutles suspendues préparées avec les diffé~ 
rentes prises d’exsudat. 

Cette premiére observation nous a conduit & instituer une 
série d’expériences sur la production du phénomene de l’agglu- 
lination dans lorganisme des animaux activement ou passive- 
ment immunisés. 


4, Deutsche med. Woch., avril 1896. 
2. Ces Annales, avril 1896. 
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Notre expérience fondamentale a été faite sur un cheval for- 
tement immunisé, qui depuis neuf mois avait recu 67 cultures 
sur gélose des vibrions vivants trés virulents de la Prusse 
orientale, et qui 4 ce moment donnait un sérum capable, ala 
dose de 1/15 de milligramme, de préserver un cobaye contre 
Vinjection intrapéritonéale d’une dose de vibrions sdrement 
mortelle pour les cobayes témoins : 1/20 de milligramme de ce 
sérum suffisait pour amener au bout d’une heure, in vitro, V’ag- 
glutination compléte de 1/10 de culture de 24 heures de 
vibrions sur. gélose, diluée dans 1c. c. d’eau physiologique 
stérile. L’addition, & la méme quantilé d’émulsion, de 1/50 de 
milligramme seulement, provoquait le dépdt complet en 
24 heures. 

Apres avoir injecté une culture de vibrions sous.la peau de 
ce cheval, si, au bout de cing minutes, on retire avec un tube 
effilé une goutte d’exsudat et si on a soin de l’examiner sans 
aucun retard en goutle suspendue, on constate que beaucoup de 
vibrions sont déja immobilisés, les autres demeurant encore 
bien mobiles, sans qu’il y ait aucune réunion en amas. Mais 
tres rapidement le nombre des vibrions mobiles diminue,, et on 
les voit se réunir en petits amas, comprenant des vibrions mo- 
biles et des vibrions incompletement immobilisés qui impriment 
& lamas un mouvement d’oscillation et de rotation en masse. 
Peu a peu ces petits amas s’accollent entre eux et, aprés quel- 
ques minutes (2-6), il n’existe plus guére que de gros amas bien 
nets, flottant dans le liquide devenu clair, ou quelques rares 
vibrions apparaissent encore bien mobiles. 

On pourrait objecter que la durée de cing minutes, pendant 
laquelle les vibrions se sont trouvés en présence de la sub- 
stance agglulinante dans l’organisme animal, ne suffit pas pour 
provoguer l’agglutination, et qu'il faut encore, pour obtenir le 


-phénoméne, le temps qui s’écoule entre la prise de l’exsudat et 


la réunion en amas dans la goutte suspendue. Mais si, au mo- 
ment ot cette agglutination est compléte dans la premiere 
goutte, on fait une nouvelle prise d’exsudat qu’on examine 
également en goutte suspendue, on constate que les choses se 
passent exactement comme dans l’examen précédent : les vi- 
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brions, en partie mobiles, en partie immobiles au début, se 
réunissent en amas de la méme facgon et dans le méme laps de 
temps que pour la premiére goulte suspendue. 

Les examens pratiqués postérieurement au bout de 15, 30, 
50 minutes, et tant qu’on trouve des vibrions libres dans l’ex- 
sudat, non seulement ne montrent pas d’agglutination préexis- 
tante, mais méme ce phénoméne met un temps d’autant plus 
long & apparaitre in vitro que l’exsudat renferme moins de vi- 
brions mobiles. Ainsi, avec les exsudats retirés plusieurs heures 
apres l'injection, et dans lesquels presque tous les vibrions sont 
immobilisés, nous n’avons obtenu l’agglutination qu’apreés les 
avoir fait séjourner quelques heures a |’étuve 4 37°. Et cepen- 
dant une trace du méme exsudat provoque instantanément l’ag- 
glutination, si on la mélange in vitro a une émulsion, dans l’eau 
physiologique, de vibrions provenant d’une culture de 24 heures 
sur gélose. 

. Si, en méme temps que Jes examens en goutte suspendue 
que nous venons de dévrire, on fail des préparations colorées, en 
ayant soin d’étaler et de dessécher |exsudat tres rapidement 
apres l’avoir retiré de |’organisme, on constate que, dans ces pré- 
parations, les microbes ne se montrent nullement réunis en 
amas.. 

Nous avons répété cette expérience sur une chévre immu- 
nisée depuis onze mois par des injections sous-cutanées de cul- 
tures de vibrions vivants, qui nous donne actuellement un sé- 
rum préventif contre Ja péritonite vibrionienne des cobayes a la 
dose de 2 milligr., et qui est capable dagglutiner dans l’espace 
dune heure 1/10 de culture sur gélose de vibrions émulsionnés 
dans 1c. c. d’eau physiologique. 

Les résultats obtenus avec cette cheyre sont identiques a 
ceux que nous avait donnés le cheval; c’est pourquoi nous nous 
dispensons de les rapporter en détail. 

Ces deux expériences nous aulorisent & conclure que le phé- 
nomene de Vagglutination ne se produit pas dans le tissu sous-cu- 
tané chez le cheval et la chevre immunisés contre le vibrion cholérique. 


t 
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II 


Pour compléter notre étude en vue d’en tirer des conclusions 
générales sur ce phénoméne, qui forme la base de la nouvelle 
théorie de ’immunité contre les vibrions formulée par M. Gru- 
her, il était nécessaire de l’étudier dans le péritoine et sous la 
peau des cobayes, animaux qui ont été généralement employés 
pour étudier le mécanisme del’immunité contre les vibrions. 

Nous nous sommes servi, pour les expériences sur l’immu- 
nité active, d’une série de cobayes hypervaccinés contre le 
vibrion de la Prusse orientale. Ces cohayes, en voie de vaccina- 
tion depuis 8 mois, donnaient un sérum capable de préserver, a 
la dose de 4 milligrammes, un cobaye contre l’injection intra- 
péritonéaled’une dose mortelle de vibrions vivants. Pour obtenir 
en une heure l’agglutination complete de 1/10 de culture sur. 
gélose de 24 heures, il sulfisait d’y ajouter 0",0025 de ce sérum. 

Le vibrion de la Prusse orientale employé dans ces expé- 
riences possédaitune virulence telle, qu’a la dose de 1/40 de cul- 
ture de 24 heures sur gélose, il amenait sirement la mort d’un 
cobaye de taille moyenne (250-300 grammes) au bout de 16 a 
18 heures. Nous avons injecté chaque fois, soit sous la peau, 
soit dans le péritoine, 1/10 de culture. 

Pour l'immunilé passive, nous avonstoujours évité d’injecter 
le mélange des vibrions et de sérum, parce que, dans ce cas, la 
réunion en amas, tout en opérant aussi vile que possible, peut 
se produire avant l’injection en dehors de l’organisme. 

Nousinjections la veille, sous lapeau des cobayes qui devaient 
nous servir pour l’expérience, 2 c. c. de sérum préventif du 
cheval trés fortement immunisé dont nous avons parlé au début 
de ce travail, et le lendemain, avant d’injecter les vibrions, nous 
avons toujours recherché si Je sang et la lymphe péritonéale 
des cohayes préparés ainsi que nous venons de le décrire étaient 
capables de provoquer l’agglutination. 

Il est toujours trés facile de retirer, au moyen d'un tube 
effilé, une goutle de lymphe du péritoine ; d’autre part la goutte 
de sang était prise a la patte de l’animal, et diluée dans quatre 
goutles d’eau physiologique stérile. Toujours nous avons con- 
staté qu'une trace de celte Jymphe ou de ce mélange de sang et 
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d’eau physiologique était capable de déterminer presque instan- 
tanément l’immobilisation et la réunion en amas des vibrions 
provenant de la méme culture qui devait servir a l’expérience. 

Nous croyons inutile de décrire ce que deviennent les vibrions 
dans la cavité péritonéale des cobayes aclivement ou passive- 
ment immunisés. Cette description a été faite maintes fois par 
es auteurs qui se sont occupés de la question. II est intéressant 
de constater que leur attention n’a jamais été attirée par la 
réunion en amas indiquée par M. Gruber comme le premier 
phénoméne qui s’observe quand on injecte une émulsion de 
vibrions dans le péritoine d’un animal immunisé’. 

Sil’on retire, deux minutes apres injection, le liquide périto- 
néal d’un cobaye activement ou passivement immunisé, on cons- 
tate que les microbes, tout en conservant leur forme vibrionienne, 
‘sont immobilisés pour Ja plupart, mais ils se présentent parfaite- 
ment libres et isolés. Dans la goutle suspendue préparée avec ce 
liquide, on peut assister 4 la formation des amas qui commence 
aussilot, et quiest compléte au bout de 2 4 3 minutes touf au plus. 

Apres 5 a 10 minutes, la plus grande partie des vibrions con- 
tenus dans le liquide péritonéal est transformée en granules 
(phénoméne de Pfeiffer) ; mais les granules et les rares vibrions 
qui conservent encore leur forme et en partie leurs mouvements 
se présentent parfaitement libres. 

I] faut méme remarquer que l’agglulination presque instan- 
tanée, qu’on peut voir se produire dans la premiére goutte 
d’exsudat retirée au bout de deux minutes, devient de moins en 
moins évidente et s’effectue plus Jentement au fur et & mesure 
que le phénomene de Pfeiffer est plus complet. 

Au bout d’une demi-heure, les leucocytes mononucléaires et 
polynucléaires se trouvent déja en assez grand nombre: ils sont 
remplis de microbes et souvent méme entourés par eux. Parfois 
on trouve des leucocytes réunis en amas et entourés d’une couche 
glaireuse trés riche en microbes. C’est seulement dans ces masses 
leucocytaires qu’on trouve quelques petits amas de granules’. 

Quelque temps apres (1 h. — th. 1/2), Vexsudat péritonéal 
ne renferme que quelques boules et de rares leucocytes. 

1. Ueber activ und passiv Immunitat gegen Cholera. Separat-abdruck aus d. 


Wiener Klin. Wochens., n° 141, p. 17. 
2. Mercunikorr, ces Annales, juin 1895. 
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A ce moment, on pouvait supposer que les microbes encore 
libres avaient fini par se réunir en amas et se déposer sur la 
paroi du péritoine et sur les anses intestinales, de méme qu’ils 
se réunissent en amas et tombent au fond du tube a essais dans 
Yexpérience in vitro. Mais si on sacrifie les cobayes et si on exa- 
mine de prés ce quis’est passé, il est trés facile de se convaincre 
qu'il n’en est pas ainsi. 

Les microbes sont en effet collés au péritoine, et on peut tres 
bien les étudier en faisant des préparations avec l’épiploon étalé 
sur des lames. Sil’on fait surl’épiploon fixéaalcool la recherche 
de la fibrine avec la méthode de Weigert, il est facile de se con- 
vaincre que, dans la cavité péritonéale, il y a un processus de 
coagulation de l’exsudat, et que les microbes ont été entrainés 
par le coagulum qui s’est formé. M. Durham, d’ailleurs, avait 
déja signalé cette coagulation:. 

Les vibrions injectés sous la peau des cobayes activement 
ou passivement immunisés ne présentent pas non plus, dans 
Voedéme sous-cutané, la réunion en amas. 

M. Mesnil, qui a trés soigneusement étudié la destruction 
de vibrions sous la peau des animaux vaccinés, tout en admettant 
qu’on peut constater une formation d’amas dans |’cedéme ‘sous- 
cutané, surtout dans les premiéres heures qui suivent l’injection, 
conclut « qu'il n’y a rien de comparable comme intensilé aux 
phénomeénes qui se passent in vitro » : et méme ce savant avail 
observé que « dans l’exsudat mis en goulte suspendue, il ya 
augmentation notable du nombre et de la grosseur des amas’. » 

Nous pouvons donc conclure que le phénomene de lagglutina- 
tion ne se produit pas quand on injecte des vibrions cholériques sous 
la peau et dans le péritoine @animaux activement ow passivement im- 
MUNISES. 


IV 


Ayant constaté d’une part que le phénoméne de l’agglutina- 
tion, qu’on peut produire in vitro en ajoutant des doses infinité- 
simales de sérum (1/20 de milligr. et mémemoins) a 1/10 de cul- 
ture de vibrions sur gélose diluée dans 1c. c. d’eau physiologique 


4. Dunnam. On a special action of the serum of highly immunised animals. 
2. Ces Annales, juillet 1896. 
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ne se produit pas quand on injecte la méme quantilé de microbes 
sous la peau ou dans le péritoine des animaux activement ou 
passivement immunisés, et d’autre part ayant aussi constaté que 
les microbes restés libres se réunissent en amas avec la plus 
grande rapidité quand ils sont retirés du corps de l’animal, nous 
avons été conduit a supposer que peut-étre la présence de lair 
était une condition nécessaire ou tout au moins favorable a Ja 
production de ce phénoméne, et nous avons recherché si, en 
mélangeant in vitro et dans le vide du sérum prévenuif a une 
émulsion de vibrions, l’agglutination se produirait de la méme 
facon, c’est-a-dire aussi rapidement et avec la méme intensité. 
Nous nous sommes servi pour cette expérience dans le vide 
des tubes bien connus a double branche et a double effilure, 
dans lesquels il est trés facile d’introduire par les effilures, en 
aspirant, d’un cété ’émulsion de microbe, de l’autre le sérum, 
pour les mélanger apres avoir fait le vide. 
Deux cultures sur gélose de 24 heures sont diluées dans 
20 c. c. d’eau physiologique stérile, et une fois bien mélangées 
de facon a avoir une émulsion parfaitement homogeéne, nous 
introduisons dans six tubes a double branche, étiqueltés 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 1c. c. d’émulsion dans une branche, et dans|’autre 1/2 c. 
c. d’eau physiologique tenant en dissolution pour le n° 4 : 08",0001, 
et pour les n® 2, 3, 4,5, 6, respectivement 08',001, 08',002, 
0",005, 08,01, 08,02 de sérum; puis nous faisons le vide. 
Dans six tubes a essais ordinaires, étiquetés de la méme 
facon 1’, 2’, 3, 4’, 5’, 6’, pris comme lémoins, nousintroduisons la 
méme quantilé d’émulsion de vibrions, et, comme pour les six 
tubes a double branche, nous mélangions au n° 1,’ 0s",0001, et 
aux autres 2’, 3’, 4’, 5’, 6’ respectivement 08,001, O8',002, 
0s",005, 08,01, 08',02 de sérum en dissolution dans A (25 CanCs 
d'eau physiologique. Kn méme temps que nous faisons l’ex- 
périence pour les six tubes témoins, nous opérons le mélange 
dans les six tubes a double branche, et nous observons ce qui suit. 
Pour les tubes 6 et 6’, contenant 0,02 de sérum mélangés 
a l’émulsion de vibrions, la réaction est sensiblement la méme : 
a peine dans le tube 6 le phénomeéne de l’agglutination a-t-il un 
léger retard, et le liquide, pendant la premiere heure, reste 
trouble, tandis que, dans le tube 6’ resté au contact de Pair, la 
réaction est compléte au bout d’une demi-heure. 
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Dans les tubes 4, 3, 2, 1 ot le vide a élé fait, aucun change- 
ment apparent ne se produit. A peine si dans les tubes 3 et 4, 
au bout de 24 heures, le liquide s’éclaircit-il un peu, mais jamais 
on n’ observe la formation des flocons. 

Les tubes 1 et 2 restent constamment troubles. 

Dans les tubes au contact de l’air, on observe l’agglutina- 
tion ordinaire. 

Ces expériences ont été maintes fois répétées, et les résultats 

ont été toujours identiques. 
Dans une autre expérience, reprenant les tubes 1, 2, 3, 4, 
dans lesquels aucun changement ne se produit, nous laissons 
pénétrer lair librement une heure et demie & deux heures 
apres le commencement de l’expérience, et nous examinons les 
modifications qui ont pu survenir chez les vibrions restés pen- 
dant ce laps de temps au contact des substances agglutinantes 
‘dans le vide. 

Dans des goutles suspendues préparées et portées aussi 
rapidement que possible sous le microscope, nous constatons 
que les vibrions sont encore bien mobiles et libres. Mais, au bout 
de 15 a 30 minutes, suivant la quantité de sérum qui avait agi 
sur les vibrions, ’immobilisation et agglutination sont com- 
pletes. 

Quant aux mélanges restés dans les tubes dans lesquels on 
vient de faire rentrer l’air, la réunion en amas s’opére plus 
lentement que dans les tubes témoins, e la clarification’ du 
liquide n’est compléte qu’au bout de 4 — 5 heures. 


De Vensemble des recherches que nous venons d’exposer 
nous ne déduirons qu’une seule conclusion: 

L’agglutination, tout au moins pour les vibrions cholériques, est 
un phénomene qui se produit exclusivement en dehors de Vorganisme. 

Les dernigres expériences démontrent que des conditions 
spéciales peuvent influencer la production de ce phénoméne 
in vitro. 

Dans notre cas, nous avons constalé qu'une dose 100 fois 
supérieure a celle capable de déterminer l’agglutination com- 
pléte. au bout d’une heure, de 1/10 de culture de vibrions de 
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24 heures sur gélose diluée dans 1 c. c. 1/2 d'eau physiolo- 
gique, nest pas suffisante pour agir sur laméme quantité de 
microbes quand on opére dans le vide. 

Mais, d’autre part, pour des doses supérieures, la réaction 
dans le vide se produit sensiblement de la méme fagon que 
dans les tubes témoins. 

En présence de ces résultats, il est absolument impossible de 
tirer des conclusions définitives. 

Les moyens d’invesligalion employés jusqu’a présent n’ont 
rien donné qui puisse nous renseigner sur le mécanisme intime 
de cette réaction. 

S’agit-il d’un phénoméne d’ordre purement physique, comme 
M. Bordet est porté 4 admettre, ou, au contraire, comme 


M. Gruber le prétend, de la manifestation d’un changement 


profond qui, sous l’influence de certaines substances renfermées 
dans le sérum des animaux immunisés, se produit dans le pro- 
toplasma des corps de microbes? 

L’hypothése émise par M. Bordet avec la plus grande réserve 
nest pas suffisamment prouvée; des considérations d’ordres 
morphologique et biologique s’opposent ala théorie de M. Gruber. 

Nous nous proposons de revenir sur celte question fort 


intéressante dans un prochain article, aussitOt que nous aurons 


complété une série d’expériences que nous poursuivons en ce 
moment. 

Pendant nos recherches, nous avons été constamment guidé 
et conseillé par M. Metchnikoff et M. Roux. Que nos chers 
maitres recoivent ici l’expression de notre trés vive reconnais- 
sance. 


REVUES ET ANALYSES 


KE. Bucuner. Fermentation alcoolique sans globules de levure. 
Berichte d. d. chem. Gesells., t. XXX, 1897, p. 117. 


Voila bien longtemps que la science rdde autour d’une diastase 
alcoolique, c’est-a-dire d’une substance capable de transformer, en 
dehors du globule de levure, le sucre en alcool et en acide carbonique. 
Traube l’avait acceptée comme hypothése en 1858. Cl. Bernard l’avait 
cherchée dans Jes grains de raisin. M. Berthelot avait admis son exis- 
tence. Ilsemble queM. E. Buchner l’ait trouvée dans la levure. Comme 
elle n’exsude pas naturellement en dehors du globule et n’existe pas 
dans le liquide de macération de la levure, il faut, pour l’obtenir, com- 
mencer par broyer et rompre les parois cellulaires en broyant avec de 
la terre d’infusoires. Aprés quoi on soumet a la presse hydraulique. 
On obtient ainsi un liquide qui est une sorte de dissolution du proto- 
plasma, et qui, mélangé a une solution sucrée un peu concentrée, de 
20 a 40 0/0, y donne au bout de quelques minutes des bulles gazeuses 
qui finissent par former de la mousse, et qui sont de l’acide carboni- 
que; en méme temps de I’alcool apparait dans la liqueur, sans qu’on y 
trouve de levure ou d’autres cellulles microbiennes. 

Le mémoire ou sont indiqués ces premiers résultats a été évidem- 
ment écrit trés vite, et pour prendre date. Il réclame de nombreux 
éclaircissements. Mais, tel qu’il est, il semble probant, et est un événe- 
ment considérable dans l’histoire de lascience. Pendant longtemps on 
a cra que les diastases n’étaient capables de produire que des phéno- 
ménes d’hydrolisation, auxquels on peut rattacher le dédoublement des 
matiéres grasses étudié récemment par M. Hanriot. Puis sont venues 
les diastases hydrogénantes de M. de Rey Pailhade, puis les diastases 
oxydantes de Bertrand. La diastase alcoolique de M. K. Buchner continue 
la série, et a ceci de nouveau qu'elle rompt pon seulement une chaine 
en apparence homogéne d’atomes de carbone, mais encore y détermine 
des groupements nouveaux. Cette action complexe n’était pas, comme 
le pense M. E. Buchner, en dehors des ressources actuelles de la chi- 
mie, car je l’avais réalisée 4 V’abri de lair par laction des alcalis sur 
le sucre au soleil; mais c’est la premiére fois qu’on la voit réalisée 
comme un phénoméene diastasique. Liest l’intérét capital du mémoire 


de M. Buchner, qui ouvre une voie féconde. 
. Dx. 
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STATISTIQUE DU TRAITEMENT PREVENTIF DE LA RAGE 
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1 SSSR ET RE 


Les animaux mordeurs ont. été: chats, 38 fois; vaches, 
1 fois ; chiens, 268 fois. 


Le Gérant : G. Masson. 


Sceaux. — Imprimerie E. Charaire. 


